Etude de l'effet sur la P glycoprotéine (ABCB1) de deux médicaments dirigés contre le récepteur de facteur de croissance épithélial (EGFR), le cétuximab et le lapatinib et conséquence sur la pharmacocinétique et l'efficacité anti tumorale de médicaments substrats de ABCB1 by CHU, Céline & BONHOMME-FAIVRE, Laurence
              UNIVERSITE PARIS‐SUD 11 
    
            ECOLE DOCTORALE : 
INNOVATION THERAPEUTIQUE : DU FONDAMENTAL A L’APPLIQUE 
POLE : PHARMACOLOGIE ET TOXICOLOGIE 
DISCIPLINE : 
 Pharmacologie expérimentale et clinique 
 
 
ANNEE 2012‐2013                                                                SERIE DOCTORAT N°1224 
 
THESE DE DOCTORAT 
soutenue le 18/03/2013 
par 
Céline CHU 
 
Etude de l’effet sur la P‐glycoprotéine (ABCB1) de deux médicaments 
dirigés contre le récepteur de facteur de croissance épithélial (EGFR), le 
cétuximab et le lapatinib et conséquence sur la pharmacocinétique et 
l’efficacité anti‐tumorale de médicaments substrats de ABCB1  
 
 
Directeur de thèse : Laurence Bonhomme‐Faivre      MCU‐PH (Université Paris‐Sud XI) 
 
Composition du jury : 
 
Rapporteurs :             Jean‐François Morère                 PU‐PH (Université Paris XIII) 
                                     Michel Vidal                                  PU‐PH (Université Paris V) 
Examinateurs :           Jean Bénard                                 PH (Institut Gustave Roussy Villejuif) 
                                     Bertrand Diquet                           PU‐PH (CHU Angers) 
  2 
Remerciements 
 Ce projet scientifique a fait l’objet d’une attention et d’un soin particulier de la part de tous ceux qui ont participé à sa réalisation.  Je tiens particulièrement à remercier : 
 
Messieurs les Professeurs Jean‐François Morère et Michel Vidal, Pour  avoir  accepté  d’être  rapporteur  de  ce  mémoire  et  me  faire  l’honneur  d’évaluer  ce travail. 
Monsieur le Professeur Bertrand Diquet et Monsieur le Docteur Jean Bénard, Pour avoir accepté d’être membre du jury de ce travail et pour leurs conseils avisés. 
Madame le Docteur Laurence Bonhomme‐Faivre, Pour m’avoir  dirigé  tout  au  long  de  ce  projet  de  recherche  passionnant  en  cancérologie, veuillez trouver l’expression de ma reconnaissance. 
Monsieur le Docteur Chadi Abbara et Madame le Docteur Marie‐Sophie Noël‐Hudson, Pour votre soutien et votre collaboration, veuillez trouver ici l’expression de mon amitié. 
Monsieur  le  Professeur  Robert  Farinotti  et  l’équipe  du  laboratoire  de  pharmacie 
clinique de la faculté de Pharmacie de Châtenay‐Malabry, Pour m’avoir accueilli au sein de votre laboratoire et transmis vos connaissances. 
Monsieur le Docteur Gonin, Mademoiselle Mélanie Polrot et l’équipe de l’animalerie 
de l’Institut Gustave Roussy, Pour votre accueil au sein de votre structure et votre sympathie.  
Tous  mes  collègues  et  amis  de  l’hôpital  Paul  Brousse:  Eric,  Vincent,  Madjid, 
Christophe,  Mahamadou,  Marie‐Vé,  Elodie,  Madame  Orbach,  les  oncologues,  les 
internes et l’équipe de l’Unité de reconstitution des chimiothérapies, Sans qui ce travail n’aurait pu voir le jour.  
Je dédie cette thèse à ma famille et à mes amis. 
  3 
Résumé 
   La P‐glycoprotéine (P‐gp) est une protéine transmembranaire de la famille des ATP binding cassette transporteurs. Elle est impliquée dans l’efflux du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire d’une grande variété de médicaments anticancéreux. Elle peut être responsable  de  la  diminution  de  la  biodisponibilité  orale  et  de  la  concentration  intra‐tumorale  des médicaments  qui  en  sont  substrats.  Elle  peut  notamment  être  surexprimée par  les  cellules  cancéreuses  des  adénocarcinomes  du  colon  naïfs  de  tout  traitement, suggérant une résistance naturelle de cette tumeur et également après une chimiothérapie.    Notre  premier  travail  in  vivo  a  documenté  le  caractère  substrat  de  la  P‐gp  de l’evérolimus,  inhibiteur  de  mTOR  indiqué  dans  divers  cancers  (rein,  tumeurs neuroendocrines  d’oringine  pancréatique  et  sein),  jusqu’à maintenant  uniquement  étudié dans  des  modèles  in  vitro.  Une  augmentation  significative  de  l’AUC  de  l’evérolimus administré par voie orale est observée chez des souris mdr1a‐/b‐ comparées à des souris mdr1a+/1b+. Une amélioration significative de la biodisponibilité orale de l’evérolimus est aussi notée chez des souris prétraitées par le lapatinib (Tyverb®), inhibiteur des tyrosines kinases (EGFR et HER2) indiqué dans le cancer du sein, par rapport aux souris ayant reçues l’evérolimus  seul.  Ce  résultat  est  accompagné  d’une  inhibition  de  l’expression  de  la  P‐gp intestinale  par  le  lapatinib  mesurée  par  la  technique  de  Western  Blot.  Enfin,  une  étude préclinique  menée  chez  des  souris  porteuses  d’une  xénogreffe  colorectale  mutée  KRAS montre  une  activité  anti‐tumorale  certaine  des  deux  médicaments  utilisés  seuls  et  en schéma séquentiel.     Notre  seconde  étude  a montré  pour  la  première  fois  que  le  cétuximab  (Erbitux®), anticorps  anti‐EGFR,  inhibe  la  fonctionnalité  de  la  P‐gp  dans  deux  lignées  cellulaires surexprimant la P‐gp (les cellules IGROV‐1 et les HEK P‐gp) indépendamment de leur statut EGFR et entraîne chez des souris porteuses d’une xénogreffe colorectale une augmentation significative  de  la  biodisponibilité  orale  et  de  la  concentration  intra‐tumorale  du  SN‐38, métabolite  actif  de  l’irinotécan  (Campto®)  administré  par  voie  orale.  Le  cétuximab  étant prescrit  en  association  avec  l’irinotécan  chez  des  patients  atteints  d’un  cancer  colorectal métastasé,  initialement  réfractaire  à  l’irinotécan,  ces  résultats  pourraient  en  partie expliquer la réversion de la résistance à l’irinotécan par le cétuximab par une inhibition de l’efflux de la P‐gp.     Grâce  à  l’étude  de  deux  associations  de  médicaments  «lapatinib‐evérolimus»  et «cétuximab‐irinotécan», nous avons démontré l’intérêt de l’étude de l’inhibition de la P‐gp avec  les  traitements  les  plus  récents,  notamment  son  rôle  dans  l’amélioration  de  la biodisponibilité orale de chimiothérapies utilisées par voie orale.  Mots  clés:  evérolimus,  lapatinib,  cétuximab,  irinotécan,  P‐glycoprotéine,  xénogreffe colororectale  
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  Au  cours  de  la  dernière  décennie,  les  taux  de  réponse  et  de  survie  globale  des patients  atteints  d’un  cancer  colorectal  ont  été  augmentés  significativement  grâce  au développement d’une  part,  des  protocoles  de  chimiothérapie  utilisant  des  molécules standards  tels  que  le  5‐fluorouracile,  l’irinotécan  et  l’oxaliplatine  et  d’autre  part,  aux thérapies ciblées tels que le cétuximab, le panitumumab et le bévacizumab.   Chez  les  patients  atteints  d’un  cancer  colorectal  avancé,  aucune  thérapie  standard n’est  efficace  après  progression  sous  traitement  à  base  de  5‐fluorouracile,  d’irinotécan, d’oxaliplatine, de bévacizumab, de cétuximab et de panitumumab. L’étude des résistances à ces  traitements et  la découverte de nouvelles stratégies  thérapeutiques sont actuellement les sujets de recherche majeurs dans le domaine de la cancérologie.   Nos  travaux  effectués  au  laboratoire  de  Pharmacie  Clinique  UPRES  EA  4123  à  la Faculté  de  Pharmacie  de  Paris  XI  et  au  laboratoire  de  Pharmacologie  de  l’hôpital  Paul Brousse  (AP‐HP)  ont  porté  sur  l’influence  des  médicaments  anticancéreux  sur  la  P‐glycoprotéine (P‐gp ou ABCB1). Cette protéine transmembranaire appartenant à la famille des  ATP  binding  cassette  (ABC)  transporteurs  est  impliquée  dans  le  transport  des médicaments.  Elle  est  située  généralement  au  niveau  de  la  surface  apicale  des  cellules épithéliales  de  nombreux  tissus  sains:  le  rein,  le  système  biliaire,  le  tractus  digestif,  la barrière  hémato‐encéphalique,  les  gonades.  Cette  pompe  d’efflux  possède  une  activité ATPasique  lui  permettant d’hydrolyser  l’ATP  intracellulaire  et  d’utiliser  l’énergie  générée pour expulser hors de  la cellule un grand nombre de substrats. Du fait de son action, une augmentation ou une altération de son activité entraîne une modification du transport des médicaments qui en sont les substrats et donc de leur biodisponibilité dans l’organisme.  La  P‐gp  est  connue  pour  transporter  un  grand  nombre  de  médicaments  anti‐cancéreux  tels  que  les  anthracyclines,  les  vinca‐alcaloïdes,  les  taxanes,  l’étoposide,  la mitoxantrone,  les  inhibiteurs  d’histone  déacétylase  [1‐2].  Cette  protéine  est  ainsi responsable  du  phénomène  MDR,  « multidrug  résistance » :  lorsqu’elle  est  surexprimée dans  les  cellules  tumorales,  elle  diminue  la  concentration  intracellulaire  du médicament. Cette  protéine  peut  être  surexprimée  dans  des  tumeurs  solides  naïves  de  toute 
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chimiothérapie  telles  que  certains  cancers  du  colon  pouvant  expliquer  la  résistance naturelle  de  ces  tumeurs  aux  traitements  anticancéreux  [3].  Une  augmentation  de  son expression  est  observée  après  l’administration  de  chimiothérapies  et  est  associée  à  une progression de la maladie dans le cancer du sein et dans la leucémie [4].  Trois  générations  d’inhibiteurs  de  la  P‐gp  ont  été  developpés  pour  augmenter  la sensibilité  des  tumeurs  chimiorésistantes.  Malgré  des  résultats  prometteurs  en  pré‐clinique, ils n’ont pas su trouver leur place en clinique. Plusieurs raisons ont été évoquées : augmentation  de  la  toxicité  (toxicité  des  tissus  sains,  interactions  médicamenteuses), manque d’efficacité  (relais de  l’activité d’efflux par d’autres  transporteurs,  concentrations de l’inhibiteur inadéquates par rapport aux concentrations des cellules tumorales) [5].   En parallèle, de  récentes études  [6‐8]  sur  la  recherche du caractère substrat et/ou inhibiteur  de  la  P‐gp  des  médicaments  déjà  utilisés  en  tant  qu’anti‐cancéreux  se  sont développées.  Le  fait  d’associer  deux médicaments  anti‐cancéreux,  l’un  substrat  et  l’autre inhibiteur de la P‐gp, s’avère être une stratégie intéressante et, notamment, lorsqu’il s’agit en plus de thérapies ciblées. Ainsi, une toxicité supplémentaire apportée par un inhibiteur spécifique de la P‐gp peut être évitée.  
Le  premier  travail  présenté  dans  cette  thèse  étudie  l’influence  du  lapatinib (Tyverb®), inhibiteur de tyrosine kinase EGFR et HER2 utilisé dans le traitement du cancer du  sein  métastasé  [9],  sur  la  P‐gp  intestinale  et  tumorale  et,  les  conséquences  sur  la pharmacocinétique  et  l’efficacité  anti‐tumorale  de  l’evérolimus  (Afinitor®),  inhibiteur  de mTOR utilisé dans divers cancers avancés (rein, pancréas et sein) [9] chez la souris.    Le  caractère  substrat  de  la  P‐gp  de  l’evérolimus  a  été  montré  in  vitro  chez  des cellules endothéliales [10]. Cependant,  le caractère substrat de  la P‐gp de  l’evérolimus n’a jamais été montré in vivo.  Nous avons donc voulu étudier si l’evérolimus était substrat de la P‐gp dans un modèle de souris mdr1a‐/1b‐ (soit déficiente de la P‐gp). Ensuite, nous nous sommes  intéressés à une nouvelle  classe de  thérapies ciblées :  les  inhibiteurs de  tyrosine kinase.  Le  caractère  inhibiteur de  la P‐gp du  lapatinib a  été décrit brièvement  in  vitro  en 
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2006  [11].  Notre  hypothèse  était  donc  que  le  lapatinib  pourrait  inhiber  la  P‐gp  chez  la souris  et  améliorer  par  conséquent  la  biodisponibilité  orale  de  l’evérolimus.  Des pharmacocinétiques comparées de l’evérolimus administré seul ou après un pré‐traitement par le lapatinib chez la souris font l’objet d’une première publication.    L’evérolimus  a  obtenu  son  AMM  en  2004  sous  le  nom  de  Certican®  pour  la prévention du rejet d'organe chez les patients adultes présentant un risque immunologique faible  à  modéré  recevant  une  allogreffe  rénale  ou  cardiaque.  L’arrivée  de  cet immunosuppresseur a ouvert de nouvelles voies de recherche sur l’intérêt des inhibiteurs de  mTOR  en  tant  qu’anti‐cancéreux  [12,13].  Suite  aux  résultats  obtenus  par  nos  études pharmacocinétiques,  nous  avons  voulu  tester  l’efficacité  anti‐tumorale  et  la  tolérance  du lapatinib  et  de  l’evérolimus  administrés  par  voie  orale  chez  des  souris  porteuses  d’une xénogreffe humaine provenant d’un cancer colorectal métastasé et possédant une mutation KRAS. Cette étude préclinique fait l’objet d’une deuxième publication.      Dans un deuxième travail, nous avons évalué l’effet du cétuximab (Erbitux®) sur la P‐gp  in  vitro,  suivie  de  l’étude  de  l’influence  du  cétuximab  sur  la  pharmacocinétique plasmatique et tumorale de l’irinotécan et du SN‐38 (métabolite actif de l’irinotécan) après administration de l’irinotécan par voie orale chez la souris.    Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique IgG1 dirigé contre le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Il est indiqué depuis 2004 dans le traitement des patients présentant un cancer colorectal métastatique avec gène KRAS de type  sauvage  exprimant  le  récepteur  EGFR  associé  à  une  chimiothérapie  ou  en monothérapie  [9].  Le  cétuximab  en  association  à  l’irinotécan  a  montré  une  efficacité supérieure  au  cétuximab  utilisé  en  monothérapie  chez  des  patients  atteints  d’un  cancer colorectal  métastatique  et  qui  progressent  sous  une  chimiothérapie  à  base  d’irinotécan [14]. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse de réversion à la résistance de l’irinotécan restent à ce jour mal connus. La mutation KRAS est un facteur de résistance au traitement du cétuximab [15]. Compte tenu de l’absence de réponse tumorale observée chez plus de 50% des patients ne possédant pas  la mutation KRAS,  la recherche 
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d’autres  facteurs  de  résistance  au  traitement  est  indispensable.  Parmi  les  agents  anti‐cancéreux concernés par  le phénomène MDR, se  trouve  l’irinotécan.  Il a été effectivement montré que l’irinotécan et le SN‐38 sont efflués hors de la cellule par la P‐gp et par d’autres transporteurs d’efflux : la BCRP, la MRP1 et la MRP2 [16‐18].     Ainsi,  l’implication  de  la  P‐gp  dans  la  résistance  à  l’irinotécan  fait  l’objet  de nombreuses  recherches :  des  études  in  vitro  de  réversion  de  la  résistance,  des pharmacocinétiques chez l’animal montrant des augmentations de l’aire sous la courbe de l’irinotécan  administré  par  voie  orale,  suite  à  un  traitement  par  un  inhibiteur  de  la  P‐gp ainsi que des études de polymorphisme génétique chez l’Homme [18‐24].   Par  conséquent,  nous  nous  sommes  intéressés  dans  ce  deuxième  travail,  à déterminer  tout  d’abord,  si  des  anticorps  monoclonaux  anti‐EGFR  comme  le  cétuximab pouvaient  modifier  l’expression  et  la  fonctionnalité  de  la  P‐gp  in  vitro ;  ce  qui  pourrait expliquer  en  partie  la  réversion  à  la  résistance  de  l’irinotécan.  Enfin,  des pharmacocinétiques  menées  chez  des  souris  nude  normales  puis  porteuses  d’une xénogreffe  colorectale  ont  permis  de  documenter  l’influence  de  cet  anticorps  sur  la biodisponibilité orale et la concentration intra‐tumorale de l’irinotécan. 
          
 
           
GENERALITES 
 
            
  
  GENERALITES : le cancer colorectal      
16 
I. Le cancer colorectal  
1. Données épidémiologiques    Le  cancer  colorectal  est  le  plus  fréquent  des  cancers  digestifs.  En  France,  il représente,  en 2012, 1  cancer  sur 6.  Il  est  situé au  troisième rang en  terme de  fréquence [25]. Il arrive en troisième position chez l’homme et en deuxième position chez la femme. Le taux  d’incidence  du  cancer  colorectal  est  estimé  à  40000  nouveaux  cas  par  an.  Il  est,  en 2012, la deuxième cause de mortalité par cancer en France soit presque 17000 décès par an selon les données de la Haute Autorité de Santé (HAS) soit 11% des décès par cancer. Il est également  la  première  cause  de  mortalité  chez  les  patients  âgés  de  plus  de  85  ans.  La maladie touche des personnes de plus de 50 ans dans 95% des cas avec un âge moyen au moment du diagnostic de 70 ans chez les hommes et de 73 ans chez les femmes [25,26].   Il s’agit d’un cancer de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué à un stade précoce. La survie  à 5  ans baisse  avec  le degré d’envahissement  (91% pour  les  stades  localisés,  70% pour les stades avec envahissement régional et 11% dans les situations métastatiques). Le taux de mortalité par cancer colorectal a diminué grâce aux progrès dans  le diagnostic et grâce aux nouvelles thérapeutiques.   
2. Prise en charge du cancer colorectal    Chez un patient non métastasé,  la chirurgie est  le traitement de première intention pour  le cancer colorectal. Selon  les recommandations de  l’HAS [26],  la prise en charge du cancer du colon diffère selon les stades:    ‐ dans les stades I = T1‐T2 N0 M0, la chirurgie seule est recommandée.    ‐  dans  les  stades  II  =  T3‐T4  N0  M0,  la  chirurgie  sera  associée  ou  non  à  une chimiothérapie adjuvante selon les facteurs de risque. En l’absence de facteurs de mauvais pronostic,  la  chirurgie  seule  est  recommandée.  En  présence  de  facteurs  de  risque  de 
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récidive, le rapport bénéfice/risque d’une chimiothérapie adjuvante (gain de 3% de survie à 5 ans) sera discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire et avec le patient.     ‐  dans  les  stades  III  =  tous  T  N1‐N2  M0,  la  chimiothérapie  adjuvante  est recommandée, en plus de la chirurgie, dans un délai de 8 semaines et durant 6 mois après la chirurgie.    ‐ dans le stade IV = stade métastatique, une chimiothérapie doit être envisagée. Les bénéfices attendus et les effets indésirables doivent être discutés avec le patient. L’efficacité de la chimiothérapie doit être évaluée tant sur le plan clinique qu’en imagerie après 2 à 3 mois de traitement. En cas de réponse, la chirurgie doit être rediscutée. En cas de réponse ou  de  stabilité,  si  les  métastases  restent  non  resécables,  il  est  possible  de  poursuivre  la chimiothérapie  ou  de  discuter  avec  le  patient  d’une  pause  thérapeutique  jusqu’à progression  avec  réévaluation  tous  les  2 mois.  En  cas  de  progression,  deux  options  sont envisageables: l’arrêt ou le changement de protocole de chimiothérapie.       Les molécules utilisées dans le cadre de l’AMM pour le cancer colorectal sont :   ‐ pour les stades non métastatiques : le 5‐fluorouracile, l’oxaliplatine, l’irinotécan, la capécitabine, l’acide folinique, la mitomycine C   ‐ pour les stades métastatiques : l’oxaliplatine, l’irinotécan, le 5‐fluorouracile, l’acide folinique,  la  capécitabine,  le  raltitrexed,  l’uracile‐tegafur,  la  mitomycine  C  ainsi  que  des traitements ciblés tels que le cétuximab, le panitumumab et le bévacizumab.            
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II. La P‐glycoprotéine  
1. Rôle physiologique de la P‐glycoprotéine    La  P‐gp  est  une  protéine  transmembranaire,  membre  de  la  superfamille  des transporteurs d’efflux ABC (ATP‐binding cassette). Cette protéine est située généralement au niveau de la surface apicale des cellules épithéliales de nombreux tissus sains: le rein, le système biliaire, le tractus digestif, la barrière hémato‐encéphalique, les gonades [27]. Elle joue  un  rôle  de  détoxification  et  de  protection  avec  une  possibilité  de  diminution  de l’absorption  (intestin),  d’augmentation  de  l’élimination  (foie)  et  de  diminution  de  la pénétration dans un organe tel que le cerveau. La P‐gp serait aussi exprimée dans le cordon spinal  et  dans  les  plexus  choroïdes.  Bien  que  ces  données  soient  limitées,  la  protéine pourrait réguler la pénétration de ces substrats dans ces sites [27].     
2. Structure moléculaire    La  P‐gp  est  une  glycoprotéine  de  poids moléculaire  de  170  kD  composée de  1280 acides aminés. Elle est codée par le gène MDR1 localisé sur le chromosome 7 en q21 chez l’homme.    Sur  le  plan  structural,  elle  est  organisée  en  quatre  domaines,  spécifiques  des membres de la famille des transporteurs ABC: ‐  deux  domaines  transmembranaires  formant  un  pore  (les  domaines  TMD :  Trans Membrane Domains) comprenant chacun six segments en hélice α insérés dans la bicouche lipidique ‐ deux domaines intracellulaires impliqués dans l’hydrolyse de l’ATP (les domaines NBD : Nucleotides Binding Domains) situés dans le cytoplasme.  
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Figure 1: Structure de la P‐gp 
   Trois  séquences  très  conservées  chez  les  membres  de  cette  famille ont  été retrouvées:   ‐ Les séquences Walker A et B (appartenant aux domaines NBD) qui sont les sites de liaison  de  l’ATP.  Bien  que  caractéristiques,  ces  séquences  ne  sont  pas  spécifiques  des transporteurs ABC car on les retrouve dans beaucoup d’autres protéines ATPases.   ‐  Une  séquence  C  particulière  aux  transporteurs  ABC,  utilisée  pour  déterminer l’appartenance  d’une  protéine  à  cette  superfamille.  Cette  « signature »  très  spécifique  est située entre les sites Walker A et B.     
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3. Mécanisme de fonctionnement    La  protéine  agit  en  tant  que  pompe  ATPase,  c’est‐à‐dire  une  pompe  capable d’expulser, grâce à l’énergie fournie par l’ATP, un grand nombre de composés, de structures et  de  propriétés  chimiques  et  pharmacologiques  très  diverses:  cytotoxiques, immunosuppresseurs,  antipaludéens,  antifongiques,  inhibiteurs  de  canaux  calciques  (voir Tableau  1).  Plus  récemment,  un  nombre  important  d'études  montre  que  la  P‐gp  est responsable de  l'efflux de thérapies ciblées tels que les  inhibiteurs de tyrosine kinase que nous détaillerons dans la section II de ce manuscrit. 
 
Tableau 1: Substrats et inhibiteurs de la P‐gp[27]  
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Des expériences ont montré que des médicaments décrits comme substrats de la P‐gp chez la souris étaient également substrats chez l’homme et chez le chien [27].  
4. Les interactions médicamenteuses associées à la P‐gp    La  découverte  du  phénotype  MDR  (multi‐drug  résistance)  dans  les  cellules cancéreuses a permis de mettre en évidence le rôle des transporteurs membranaires dans l’efflux  de molécules  de  classes  pharmacologiques  et  chimiques diverses.  Le  transport  de xénobiotiques  par  la  P‐gp  apparaît  de  plus  en  plus  comme  un  élément  clé  dans  les interactions pharmacocinétiques entre médicaments.  
  4.1. Effets sur l’absorption des médicaments    Du fait qu’elle soit exprimée au niveau de la surface apicale des entérocytes, la P‐gp diminue l’absorption des médicaments pris par voie orale et excrète des principes actifs de la  circulation  générale  à  la  lumière  intestinale.  Ainsi,  des  inhibiteurs  de  la  P‐gp  peuvent augmenter  la  biodisponibilité  orale  des médicaments  substrats.  Chez  le  rat,  le  vérapamil, inhibiteur de la P‐gp, augmente la biodisponibilité orale de l’irinotécan de 4,4 fois [20]. Les inducteurs enzymatiques peuvent quant à eux augmenter l’activité ou l’expression de la P‐gp et par conséquent diminuer l’efficacité des traitements. Une diminution de 63% de l’aire sous la courbe de l’evérolimus est observée chez des patients ayant reçu une dose orale de 4 mg d’evérolimus  après un pré‐traitement de 12  jours  par  la  rifampicine,  inducteur des CYP450 et de  la P‐gp,  à 600 mg par  jour par  rapport  à  ceux ayant  reçu  l’evérolimus  seul [28].   
  4.2. Effets sur la distribution des médicaments    La  modulation  de  l’activité  de  la  P‐gp  au  sein  des  barrières  hémato‐tissulaire, hémato‐encéphalique,  hémato‐testiculaire  et  fœto‐placentaire  contribue  à  modifier  la 
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distribution tissulaire des médicaments. Une inhibition de l’activité de la P‐gp conduit à une augmentation  de  la  concentration  des  médicaments  substrats  de  la  protéine  dans  des organes  protégés  par  ces  barrières  pouvant  induire  une  toxicité.  En  revanche,  une  étude préclinique  chez  la  souris montre  que  le  lapatinib,  inhibiteur  de  tyrosine  kinase,  indiqué dans  le  cancer  du  sein  métastatique,  pourrait  inhiber  son  propre  efflux  par  la  P‐gp  au niveau de la barrière hémato‐encéphalique et par conséquent augmenter sa concentration intracérébrale  après  des  doses  répétées  [29].  Ce  résultat  pourrait  en  partie  expliquer l’activité  du  lapatinib  sur  les métastases  cérébrales  de  patientes  atteintes  d’un  cancer  du sein [30]. Enfin, de nombreuses tumeurs exprimant la P‐gp [3,31], les inhibiteurs de la P‐gp s’avèrent être également intéressants pour augmenter la concentration intra‐tumorale des médicaments  substrats.  In  vitro,  le  lapatinib  entraîne  une  accumulation  du  topotécan, substrat de la P‐gp, dans des cellules exprimant la BCRP (un autre transporteur d’efflux) ou la P‐gp, De plus,  cette  association a montré une efficacité  accrue dans des xénogreffes de cancer du sein HER+. Les analyses pharmacocinétiques chez l'homme montrent également que le lapatinib augmente la concentration plasmatique du topotécan [32].  
  4.3. Effets sur l’élimination des médicaments    La P‐gp est  également exprimée dans  le  tractus biliaire et uro‐génital. A  la  surface des hépatocytes des canalicules biliaires, elle participe à l’excrétion des médicaments dans la  bile.  Au  niveau  rénal,  la  P‐gp  est  présente  à  la  surface  des  cellules  endothéliales  des tubules rénaux, elle joue donc aussi un rôle dans l’excrétion urinaire des médicaments. Il a été montré que l’irinotécan et son métabolite actif (SN‐38) sont tous deux substrats de la P‐gp [16]. Ces deux composés sont éliminés via la P‐gp, aussi bien au niveau de la membrane intestinale que de la membrane des canicules biliaires. Par exemple,  le vérapamil diminue de moitié l’excrétion biliaire de l’irinotécan, chez le rat [20].  
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5. Polymorphisme génétique    Du  fait  de  son  rôle  pharmacologique,  la  P‐gp  empêche  naturellement  les médicaments  qui  sont  ses  substrats  d’atteindre  leur  cible  en  les  effluant  hors  du compartiment intracellulaire. Nous allons voir que du fait de son caractère polymorphique, les mutations de la P‐gp peuvent également influencer la variabilité interindividuelle face à la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des médicaments substrats.    Le  gène  MDR  est  sujet  à  un  polymorphisme  génétique  et,  de  ce  fait,  a  fait  l’objet d’études  [33‐37]. Après analyse de 48 exons  (partie  codante du gène) du gène MDR1, 48 SNPs  (single nucleotide polymorphism) ont  été  décrits  et  correspondent  à  des  variations mineures du génome [33]. Les SNP les plus fréquemment retrouvés sont: ABCB1 2677G>T et 3435C>T. Les fréquences alléliques de ces SNP changent considérablement d’un groupe ethnique  à  l’autre  [38].  La  fréquence  de  ces  SNP  dépend  de  l’origine  ethnique de  la population étudiée : caucasienne, africaine, afro‐américaine ou asiatique. L’allèle T du SNP 3435  est  relativement  fréquent  dans  les  populations  caucasiennes  et  asiatiques  (environ 50 %). La répartition des génotypes est de 50 % de CT, 25 % de CC et 25 % de TT [39]. Bien qu’elle aboutisse à une mutation silencieuse (donc pas à un changement d’acide aminé de la P‐gp),  la  variante  3435  C>T  influence  l’expression  de  l’ARN  messager  en  modifiant  sa stabilité ainsi que la spécificité de la P‐gp vis‐à‐vis de ses substrats [38]. La variante 2677 G>T  est  quant  à  elle  fonctionelle,  et  aboutit  à  un  changement  d’acide  aminé  (Ala893Ser) dans la P‐gp.  
  5.1. Caractère prédictif du gène mdr dans le cancer colorectal    Les  études  de  polymorphisme  génétique  évaluant  le  caractère  prédictif  des haplotypes de la P‐gp sont nombreuses et donnent des résultats divergents  
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  Deux  études  en  2008  ont  observé  que  le  polymorphisme  des  allèles  G2677T  et C3435T  n’est  pas  un  facteur  de  risque  que  ce  soit  dans  le  cadre  du  cancer  du  colon sporadique [33] et/ou chez des patients diagnostiqués au stade de Dukes B2 ou C [34].   Les résultats de Balcerczack et al. suggèrent que l’allèle T(1236) seul et l’haplotype réunissant  les  allèles  T(1236)‐G(2677)‐C(3435)  du  gène  MDR  sont  des  facteurs  de  bon pronostic  dans  le  cancer  colorectal.  Une  augmentation  significative  de  la  fréquence  de l’allèle  T(1236)  est  en  effet  observée  chez  les  patients  diagnostiqués  aux  stades  T1/T2 (89.7%) et M0 (81.6%) par rapport aux patients diagnostiqués aux stades T3/T4 (68.2%) et M1  (47.4%). Aussi,  l’haplotype T(1236)‐G(2677)‐C(3435) est détecté uniquement  chez les patients atteints de cancer colorectal non métastasé [35].    Ainsi,  l’âge  des  patients,  l’ethnie,  le  stade  de  la maladie  seraient  donc  des  critères essentiels à prendre en compte. Egalement, d’autres SNP pourraient influer sur l’expression ou la fonction de la P‐gp. L’analyse d’haplotype serait un test plus puissant pour trouver des associations entre  l’activité de  la P‐gp et  le risque de maladie que  l’analyse des SNP seuls [35].  
  5.2. Influence du polymorphisme du gène mdr sur l’efficacité des traitements anti‐
tumoraux dans le cancer colorectal    Les  études  de  l’influence  du  polymorphisme  MDR  sur  l’efficacité  des  traitements anti‐cancéreux dans le cancer colorectal [22,36,37] sont nombreuses. Il a été décrit, in vivo chez l’homme, que le polymorphisme de l’allèle 1236 du gène codant pour la P‐gp influe sur la  pharmacocinétique  de  l’irinotécan  et  du  SN‐38  chez  des  patients  atteints  de  cancers colorectaux  et  traités  par  une  chimiothérapie  à  base  d’irinotécan.  En  effet,  le polymorphisme  homozygote  de  l'allèle  1236C>T  a  été  associé  à  une  augmentation significative de l’exposition à l'irinotécan (p = 0,038) et de son métabolite actif SN‐38 (p = 0,031) [22]. Il a été observé dans une étude rétrospective, incluant 140 patients traités par l’irinotécan et  le 5‐fluorouracile pour un cancer colorectal métastasé (mCCR), une toxicité précoce pour les patients porteurs du génotype ABCB1 3435 T/T (OR=3,79 ; IC 95%=1,09‐
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13,2),  et,  une  diminution  de  la  réponse  au  traitement  (43  vs  67%,  p  =  0,027)  associé  un temps de survie écourté (OR=1,56 ; IC 95%=1,01‐2,45) pour les patients porteurs au moins des  haplotypes  1236T‐2677T‐3435T  [36].  Enfin,  une  étude  évaluant  l’influence  du polymorphisme  C3435T  sur  la  réponse  thérapeutique  chez  17  patients  traités  par  le cétuximab  et  l’irinotécan  pendant  3  mois  pour  un  cancer  colorectal  avec  métastases hépatiques a montré que: deux patients présentaient une progression de la maladie (1 TT et 1  CT),  8  patients  présentaient  une  stabilisation  de  leur  maladie  (5  CC  et  3CT)  et  cinq patients  répondaient  partiellement  (3  CC  et  2  CT).  Plus  important,  2  patients  (2  TT) présentaient  une  réponse  complète  et  étaient  toujours  en  vie  5  ans  après  le  début  de  la chimiothérapie  ce  qui  suggère  que  la  combinaison  du  génotype  KRAS  sauvage  et  MDR1 3435  TT  serait  un  facteur  de  bon  pronostic.  Les  auteurs  soulèvent  l’hypothèse  du mécanisme de réversion de la résistance de l’irinotécan par le cétuximab par inhibition de l’efflux de la P‐gp [24].  
6. Multi‐drug résistance    Une surexpression de la P‐gp à la surface des cellules cancéreuses est responsable du phénomène de multi‐drug résistance : la P‐gp efflue les médicaments qui sont ses substrats hors de la cellule cancéreuse. Ce phénomène est responsable d’une résistance croisée entre différents  agents  anti‐cancéreux  (doxorubicine,  irinotécan,  mitoxantrone,  méthotrexate) [40,41], ce qui pourrait expliquer pourquoi la combinaison de plusieurs traitements ayant des cibles d’action différentes reste inefficace chez certains patients [1]. Les études in vitro et  in  vivo  démontrant  l’implication  de  la  P‐gp  dans  la  résistance  aux  traitements anticancéreux sont aujourd’hui très nombreuses et clairement définies [1‐4]. Très tôt, des équipes de chercheurs ont montré que le taux ARN de la P‐gp était généralement élevé dans des cancers naïfs de toute chimiothérapie tels que les cancers du colon, du rein, de la glande cortico‐surrénale,  hépatocellulaires,  du  poumon  à  non  petites  cellules  et  les  leucémies [3,42],  impliquant  la P‐gp dans  la  résistance  intrinsèque de ces  cancers aux médicaments substrats de la P‐gp. Des études chez l’homme ont également démontré que l’expression de la P‐gp peut être  induite par une exposition au  long cours à un médicament substrat. Des 
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biopsies obtenues chirurgicalement chez des patients au début et à la fin d’une perfusion de doxorubicine  dans  le  poumon  ont montré  que  le  niveau  d’expression  de  la  P‐gp  pouvait augmenter de 3 à 15 fois [43]. Les études les plus reproductibles sur l’expression tumorale de  la  P‐gp  sont  retrouvées  dans  la  leucémie.  La  P‐gp  est  exprimée  dans  les  cellules  de leucémie myéloïde aiguë chez 30 % des patients au moment du diagnostic et chez 50 % des patients en rechute. L’expression plus faible de la P‐gp (17%) dans les cellules leucémiques des  patients  ayant  moins  de  35  ans,  comparé  aux  patients  plus  âgés  (35%)  pourrait  en partie  expliquer  les meilleures  réponses  thérapeutiques  chez  les  patients  les  plus  jeunes [4]. Les études évaluant  la  contribution de  la P‐gp dans  la  résistance des  tumeurs  solides traitées  sont  plus  hétérogènes.  Ceci  peut  être  attribué  au  manque  d’uniformité  des méthodes  pour  mesurer  l’expression  de  la  P‐gp  [44]  et  à  la  difficulté  de  mesurer uniquement  l’expression  de  la  P‐gp  du  tissu  tumoral  sans  prélever  du  tissu  sain  [1]. Les résultats les plus probants sont observés dans le cancer du sein. Une méta‐analyse effectuée dans le cancer du sein conclue que l’expression de la P‐gp a pu être détecté chez 41 % des patients  avec  une  augmentation  du  taux  d’expression  de  la  protéine  d’efflux  après traitement  par  chimiothérapie  [4]. L’intervention  d’autres  transporteurs  d’efflux  dans  la multi‐drug résistance tels que la MRP et la BCRP a également été étudiée. Un taux élevé de la MRP est retrouvé dans les cancers du poumon avec une incidence de 80% des cancers du poumon à petites cellules et 100% des cancers du poumon à non petites cellules [4].  Enfin, la diminution d'expression de transporteurs d'influx entrainant également une diminution de la concentration intracellulaire des chimiothérapies est également notée [45].     
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  III.  Le  récepteur  de  l’EGF  (EGFR)  et  les  thérapies 
anti‐EGFR    
1. Le récepteur de l’EGF    L’EGFR appartient à  la  famille des  récepteurs  tyrosines kinases ErbB. Cette  famille possède 3 membres catalytiquement actifs : les récepteurs de facteur de croissance humain ErbB1(ou  EGFR),  ErbB2  (ou  HER2)  et  ErbB4.  Le  quatrième  membre :  ErbB 3  est  inactif [45,46]. Les ligands, une fois liés aux récepteurs, entraînent la dimérisation de ces derniers. L’homodimérisation  ou  l’hétérodimérisation  des  récepteurs  conduit  à  la  phosphorylation des  résidus  tyrosines  kinases  cytoplasmiques  aboutissant  à  une  cascade  de  réactions participant  à  la  transcription de protéine anti‐apoptotique  jouant  ainsi un  rôle  important dans la croissance, la différenciation et le contrôle du métabolisme cellulaire. 
1.1. Structure  L’EGFR est une protéine transmembranaire de 170 kDa (comme la P‐gp) composée de trois domaines (voir  Figure  2):  un  domaine  de  liaison  du  ligand  extracellulaire,  un  domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire doté d’une tyrosine kinase [46,47]. 
   
Figure 2: Structure de l'EGFR 
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  Le  premier  domaine  extracellulaire  est  composé  de  621  acides  aminés.  Il  se décompose en 4 sous‐domaines I, II, III et IV.   Les domaines  I et  III  (appelés également L1 et L2 pour « Ligand Binding ») permettent  la fixation  du  ligand.  Les  domaines  II  et  IV  contiennent  des  séquences  riches  en  cystéines (appelés également CR1 et CR2 pour « cystein‐rich »). Le domaine  II  contient  le « bras de dimérisation ». Lorsque le récepteur se trouve à l’état monomérique en absence de fixation de  ligand,  le bras de dimérisation est enfoui dans  le  récepteur via une  interaction avec  le domaine  IV  ne  permettant  pas  une  dimérisation  du  récepteur.  La  fixation  d’un  ligand entraîne un pontage entre  les domaines  I et  III permettant un réarrangement profond du récepteur  et  une  exposition  du  bras  de  dimérisation.  Ce  bras  ainsi  libéré  permet  au récepteur  une  interaction  avec  les  autres  récepteurs  de  la  famille  ErbB  (voir  Figure  3). L’appariement de deux récepteurs identiques constitue une homodimérisation alors qu’une hétérodimérisation implique la participation de deux récepteurs différents.   La  région  transmembranaire  est  composée  d’une  courte  séquence  de  23  acides aminés. Le caractère hydrophobe de ces acides aminés permet l’ancrage du récepteur dans la membrane plasmique.  Le domaine  intracytoplasmique  (542 acides  aminés)  est  ensuite composé :  du  domaine  juxtamembranaire  (rôle  prépondérant  dans  la  régulation  de l’activité  des  récepteurs  ErbB,  [48],  suivi  du  domaine  à  activité  tyrosine  kinase,  très conservé entre  les différents récepteurs de  la  famille ERbB (59 à 81% d’homologie), puis, du domaine C‐terminal, riche en site de phosphorylation liant spécifiquement les protéines contenant  les  domaines  SH2  (SrcHomologydomain  2)  ou  PTB  (PhosphoTyrosinBinding) nécessaires à la transduction du signal. Avant la liaison de l’EGF sur son site de fixation, la boucle d’activation située au sein du domaine intracytoplasmique à activité tyrosine kinase adopte  une  conformation  inaccessible  à  la  fois  pour  le  substrat  et  pour  l’ATP.  La modification  conformationnelle  engendrée  par  la  fixation  du  ligand  dévoile  la  poche  de fixation de l’ATP et permet la dimérisation du récepteur au niveau intracytoplasmique. 
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Figure 3 : Mécanisme d’activation du récepteur EGFR[47] 
 
  1.2. Ligands    Les ligands des récepteurs ErbB peuvent être classés en fonction de leur sélectivité pour  les  récepteurs.  L’Epidermal  Growth  Factor  (EGF),  le  Transforming  Growth  Factor‐α (TGFα),  l’amphiréguline et  l’épigène se  lient préférentiellement à  l’EGFR ;  la bêtacelluline, l’heparin‐binding GF et l’épiréguline se lient à l’EGFR et à ErbB4 ; les neurorégulines (1‐4) ne  se  fixent  qu’à  ErbB3  et/ou  ErbB4  [48].  Ces  ligands  endogènes  sont  synthétisés  sous forme  de  pro‐ligands  à  faible  affinité  pour  le  récepteur.  Le  clivage  des  précurseurs membranaires de ces facteurs de croissance est dû à l’activation de métalloprotéases qui va permettre  de  libérer  ces  ligands  dans  le  milieu  extracellulaire.  Il  a  été  rapporté  que  la nature  du  ligand  contrôle  pour  une  part  la  nature  du  dimère  ErBb  qui  sera  formé.  Par exemple, le TGFα et l’épiréguline favoriseraient la dimérisation d’HER2 avec l’EGFR, tandis que la fixation des neurorégulines sur ErbB3 ou ErbB4 va favoriser leur hétérodimérisation avec HER2.    
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  1.3. Voies de signalisation médiées par l’EGFR    Une fois qu’il y a eu fixation du ligand sur le récepteur et dimérisation du récepteur, l’activité  biologique  résulte  de  l’activité  tyrosine  kinase  intracellulaire  du  récepteur.  La dimérisation  des  récepteurs  entraînent  en  effet  une  autophosphorylation  des  tyrosines kinases suivie d’un recrutement et l’activation des seconds messagers, protéines possédant des  motifs  de  reconnaissance  pour  ces  phosphotyrosines :  domaine  SH2  (Src  homology domain 2) et PTB (phosphotyrosine binding). Ces messagers entraînent l’activation de voies principales de signalisation impliquées dans  la survie et  la prolifération cellulaire: 1/ voie des PI3K/AKT (inhibant des protéines pro‐apoptotiques comme Bcl2 et/ou activant la voie mTOR/p70S6K  impliquée  aussi  dans  la  régulation  de  l’apopotose  et  la  croissance cellulaire),  2/  voie  Ras/MAPK  (rôle  dans  la  prolifération  cellulaire,  la  réorganisation  du cytosquelette et par conséquent  la migration et  la différenciation), 3/ voie de  JAK/STAT3 (impliquée  dans  la  prolifération  et  l’angiogenèse)  et  4/  voie  Src/PLCγ  (activant  la  survie cellulaire via NFκB) [47]. 
 
Figure 4 : Voies de signalisation en aval de l’EGFR 
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2. Stratégies thérapeutiques développées pour bloquer l’EGFR    L’EGFR  contribue  au  développement  tumoral  via  ses  effets  sur  la  prolifération cellulaire,  l’inhibition  de  l’apoptose  et  l’induction  de  l’angiogenèse.  La  fréquence  des anomalies du récepteur EGFR (surexpression, mutation, régulation défectueuse, stimulation anormale par leurs ligands) dans de nombreux types de cancer en a fait très tôt une cible pour  des  nouvelles  thérapies  anti‐tumorales  [49].  Deux  familles  de  médicaments actuellement  sur  le  marché  ciblent  l’EGFR :  les  inhibiteurs  de  tyrosine  kinase  et  les anticorps anti‐EGFR. Les mécanismes d’action de ces deux familles seront détaillés dans la suite de ce manuscrit à l’aide de deux représentants utilisés, en essais cliniques ou dans le cadre de l’AMM, dans le cancer colorectal: le lapatinib (ITK) et le cétuximab (Ac anti‐EGFR).    
  3. Les médicaments anti‐EGFR et la multidrug résistance  
  3.1. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) anti‐EGFR et la multi‐drug résistance    L'utilisation des  ITK en oncologie augmentant progressivement,  la  résistance à  ces traitements  est  actuellement  l'objet  de  nombreuses  recherches  [50].  Les  mutations  du récepteur  tyrosine  kinase  aboutissant,  soit  à  un  accès  impossible  de  l'ITK  au  domaine ATPasique,  soit  à  une  activation  spontanée  (c'est  à  dire  sans  fixation  du  ligand  sur  le récepteur) de  la voie de signalisation,  sont  les mécanismes de résistance aux  ITK  les plus rapportés.    La multi‐drug  résistance  a  également  été  décrite  comme  l'un des mécanismes  à  la résistance aux ITK [49,50]. Des études récentes ont en effet montré que les ITK pouvaient être substrats ou modulateurs de la P‐gp et de la BCRP [45,51,52].     Ainsi,  les  ITK  étant  substrats  des  transporteurs  d'efflux,  la  multi‐drug  résistance participe  à  leur  résistance.  Paradoxalement,  certains  ITK  étant  inhibiteurs  des  mêmes transporteurs, ils peuvent jouer un rôle dans la réversion de la multi‐drug‐résistance. 
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  Les réversions à la résistance aux médicaments substrats par la P‐gp et la BCRP par les  ITK  anti‐EGFR  ont  été  décrites  in  vitro.  Le  géfitinib  inhibe  la  BCRP  et  réverse  la résistance au SN‐38 dans des cellules surexprimant la BCRP [52]. L'erlotinib réverse aussi la  résistance  de  la mitoxantrone  et  du  SN‐38 dans  des  cellules HEK 293  surexprimant  la BCRP  [51].  In  vivo,  le  géfitinib  augmente  la  biodisponibilité  orale  de  l'irinotécan  chez  la souris  [52]. Des études publiées à partir de 2008 viennent confirmer le caractère substrat et inhibiteur de la P‐gp du lapatinib, décrits dans nos travaux présentés dans la suite de ce manuscrit [29,53]. Le lapatinib est capable de réverser la résistance à la doxorubicine dans des cellules surexprimant la P‐gp [53]. Il a également été montré que le lapatinib augmente l'activité cytotoxique du paclitaxel dans un modèle de xénogreffe de souris créé à partir de cellules KBv200 (dérivées d’un cancer épidermoïde humain) surexprimant la P‐gp [53].  
 
  3.2. Les anticorps monoclonaux anti‐EGFR et la multi‐drug résistance    En  2012,  l'interaction  des  anticorps  monoclonaux  avec  les  transporteurs  d'efflux participant  à  la  multi‐drug  résistance  n’avait  pas  été  mise  en  évidence.  Cependant,  en empêchant  la  fixation  de  l’EGF  sur  son  récepteur,  les  anticorps monoclonaux  tels  que  le cétuximab et le panitumumab suppriment l'activation des voies de signalisation en aval des récepteurs,  et donc,  inhibent  les propriétés biologiques des  ligands. Une  fixation de  l'EGF sur  son  récepteur  entraîne,  comme nous  l'avons  vu  précédemment,    une  activation  de  la voie  des  PI3K/AKT,  la  voie  Ras/MAPK,  la  voie  de  JAK/STAT3  et  la  voie  Src/PLC.  Des interactions  entre  la  P‐gp  et  des  protéines  enzymatiques  situées  en  aval  de  ces  voies  de signalisation telles que la PLC et la NF‐kappa B ont déjà été décrites [54,55]. Dès 1998, Yang 
et  al.  montrent  que  l'expression  de  l'EGFR  est  augmentée  de  27  fois  dans  des  cellules mammaires MCF‐7  surexprimant  la  P‐gp  par  rapport  aux  cellules MCF‐7  parentales  [54]. Une  exposition  des  cellules  MCF‐7  surexprimant  la  P‐gp  avec  de  l'EGF  entraîne  une augmentation  de  l'efflux  de  la  vinblastine  de  25  à  40%.  De  plus,  il  a  été  observé  que  la phosphorylation  de  la  P‐gp  était  augmentée  de  20  à  50%  après  une  exposition  de  ces cellules  à  l’EGF.  Cette  augmentation  de  la  phosphorylation  est  accompagnée  par  une stimulation  de  l'activité  de  la  PLC.  Les  auteurs  concluent  que  l’EGF  peut  moduler  la 
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phosphorylation  et  la  fonction  de  la  P‐gp,  et,  suggèrent  que  cet  effet  peut  être  initié  par l’activation de la PLC [54].   NF‐kappa,  facteur  de  transcription  situé  en  aval  des  cascades  de  signalisation  de l'EGFR, est connu comme induisant l'expression de la P‐gp [55]. Par conséquent, ce résultat pourrait en partie expliquer que deux études in vitro montre que l'EGF pourrait augmenter le  taux d'expression de  l'ARN de  la P‐gp  [56,57]. Ainsi,  en  exposant une  culture primaire d'hépatocytes  à  l'EGF  pendant  1  à  3  jours,  une  diminution  de  la  concentration intracellulaire de la rhodamine (substrat de la P‐gp) de 10 à 40% a été observée ; cet efflux pouvant être reversé par le vérapamil [57]. 
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  IV.  Médicaments  anticancéreux  utilisés  dans  nos 
travaux     Deux  types de médicaments anticancéreux sont utilisés pour  traiter  les cancers du côlon:  les  médicaments  de  chimiothérapie  agissant  sur  les  mécanismes  de  la  division cellulaire  et  les  thérapies  ciblées  bloquant  des  mécanismes  spécifiques  des  cellules cancéreuses.   Huit  molécules  de  chimiothérapie  (le  5‐fluorouracile,  la  capécitabine,  le  tégafur uracile,  l’oxaliplatine,  l’irinotécan,  le  ralitrexed,  l’acide  folique,  la  mitomycine  C)  et  trois traitements  ciblés  (le  bévacizumab,  le  cétuximab  et  le  panitumumab)  sont  actuellement utilisées  dans  le  cancer  colorectal.  Parmi  les  molécules  ayant  l’AMM  dans  le  cancer colorectal  métastasé,  nous  avons  étudié  l’irinotécan  et  le  cétuximab.  De  plus,  nous  nous sommes  intéressés  à  deux  autres  médicaments :  le  lapatinib  et  l’evérolimus  étudiés  en essais clinique dans le cancer colorectal [58].      1. Irinotécan : inhibiteur de topoisomérase I 
 
  1.1. Mécanisme d’action    L’irinotécan,  20‐(S)‐camptothecin  (CPT‐11),  est  un  dérivé  hémisynthétique  de  la campthothécine,  alcaloïde  cytotoxique  [59]  extrait  d’un  arbre  chinois  appelé  également arbre  de  vie  (Camptotheca  acuminata)  utilisé  en  médecine  traditionnelle.  L’irinotécan exerce  son  activité  cytotoxique  sur  de  nombreuses  lignées  tumorales  [60]  en  inhibant  la topoisomérase  I,  enzyme  ubiquitaire  contrôlant  la  structure  topologique  de  l’ADN, essentielle lors des phases de réplication et de transcription. Le rôle de la topoisomérase I est de couper  transitoirement  l’ADN pour permettre  la relaxation de  l’ADN super enroulé dans  le  noyau  et  ainsi,  le  passage  des  polymérases  chargées  de  la  réplication  et  de  la transcription de  l’ADN. Comme nous  le montre  la  figure 5,  l’irinotécan stabilise  le brin ou 
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l’ouverture  du  brin  d’ADN  et  en  empêche  la  « refermeture »  ou  la  « réparation ».  La molécule d’ADN est alors brisée de façon permanente et la réplication cellulaire s’en trouve inhibée.  L’irinotécan  est  converti  en  métabolite  actif,  le  SN‐38  (7‐ethyl‐10‐hydroxycamptothecin), par les carboxylestérases 1 et 2.  Ces enzymes sont à la fois actives dans le tissu colorectal sain et tumoral [60,61]. Le SN‐38 est approximativement 100 à 1000 fois plus cytotoxique que la prodrogue [61].  
1ère étape : Fixation de l’irinotécan sur le complexe ADN/Topoisomérase I 
 
2ème étape : Collision avec la fourche de réplication 
 
Figure 5: Mécanisme d’action de l’irinotécan 
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  1.2. Données pharmacocinétiques  
Absorption et biodisponibilité   L’irinotécan a d’abord été donné par voie orale dans les études de phase I [62,63]. Les résultats  ont  montré  qu’il  possèdait  une  biodisponibilité  orale  relativement  faible  (8%) [56],  notamment  à  cause  des  transporteurs  d’efflux.  Par  conséquent,  ce  médicament  est administré par voie intraveineuse. Par ailleurs, l’utilisation de l’irinotécan par voie orale et les  tentatives  pour  améliorer  sa  biodisponibilité  orale  font  l’objet  de  nombreuses  études [19‐21]. Chez la souris, par voie orale,  le pic d’absorption est à 1h et à 15 min par voie IV [19]. La biodisponibilité orale de l'irinotécan est de 25% chez la souris [19] et 33 % chez le rat [20].  
Distribution 
In vitro, la liaison aux protéines plasmatiques est d'environ 65 % pour l'irinotécan et de 95 % pour le SN‐38.  
Métabolisme   L’irinotécan  est  converti  en  un  métabolite  actif,  le  SN‐38  possédant  un  pouvoir cytotoxique  100  à  1000  fois  supérieur  à  la  prodrogue  [64].  L’irinotécan  et  le  SN‐38  sont métabolisés  par  de  nombreuses  enzymes  polymorphes  conduisant  à  des pharmacocinétiques  complexes  [65‐67].  L’irinotécan  est  métabolisé  en  SN‐38  par  les carboxylestérases (CES) types 1 et 2. Chez  l'Homme,  la CES 2 comparée à  la CES 1, a 12,5 fois plus d’affinité pour l'irinotécan et a une activité 26 fois supérieure.   Les CES 1 et 2 sont présentes dans le foie, les intestins [68,69]. Une analyse immuno‐histochimique  de  154  biopsies  humaines  effectuées  à  partir  de  18  types  de  tumeurs différentes  et  de  60  tissus  sains,  a  montré  que  la  CES  2  était  exprimée  dans  66%  des tumeurs (d'une manière importante dans les carcinomes papillaires de la thyroïde et d'une manière plus modérée dans les cancers du pancréas, de l'oesophage, du rein, du colon, du foie, de l'utérus, de l'ovaire de la peau et de l'estomac) et 92% des tissus sains. En général, 
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l'expression  de  la  CES  2  était  plus  importante  dans  les  tissus  sains  comparée  à  celle  des tissus tumoraux associés [61].       Parallèlement  à  la  formation  du  SN‐38,  l’irinotécan  est  transformé  en  deux métabolites  inactifs :  l’APC  (7‐ethyl‐10‐[4‐N‐(5‐aminopentanoic‐acid)‐1‐piperidino]‐carbonyloxycampthotecin)  et  le  NPC  (7‐ethyl‐10‐(4‐amino‐1‐piperidino)carbonyloxy‐camptothecin)  par  les  cytochromes  CYP3A4  and  CYP3A5.  Les  métabolites  APC  et  NPC peuvent à leur tour être convertis en SN‐38 par les CES 1 et 2 [65,66].   Le  SN‐38  est  ensuite  glucuronoconjugué  au  niveau  hépatique  par  une  uridine diphosphate  glucuronosyltransférase,  isoforme  1A1  (UGT1A1),  en  un  métabolite hydrophile inactif (le SN‐38G) qui sera ensuite éliminé facilement par voie biliaire et dans les  urines.  Le  SN‐38G  peut  être  déconjugué  par  les  glucuronidases  hépatiques  et intestinales (par des ß‐glucuronidases bactériennes) en SN‐38 [65].  
   
Figure 6 : Voies métaboliques de l’irinotécan [17] 
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Ainsi,  les  activités  ß‐glucuronidases  et  carboxylestérases  sont  observées  à  la  fois  dans  le tissu colorectal normal et  tumoral  ce qui  contribue à  l’activation de  l’irinotécan en SN‐38 [61,65,67].   L’irinotécan  et  le  SN‐38  sont  également  substrats  de  la  P‐gp  (ABCB1),  de  la  BCRP (ABCG2), de la MRP1 (ABCC1) et de la MRP2 (ABCC2) [16,17,61].  
Distribution et Excrétion 
  Chez  l’Homme,  le profil  d’élimination de  l’irinotécan est biphasique ou  triphasique [9]. La demi‐vie plasmatique moyenne de la première phase du modèle triphasique est de 12 minutes, celle de la seconde phase de 2,5 heures et la demi‐vie de la phase terminale de 14,2  heures.  Le  SN‐38  a  montré  un  profil  d'élimination  biphasique  avec  une  demi‐vie d'élimination  terminale  moyenne  de  13,8  heures.  Chez  l’Homme,  55  %  de  la  dose d'irinotécan administrée par voie intraveineuse est excrétée sous forme inchangée, dont 33 %  principalement  dans  les  fécès  via  la  bile  et  22  %  dans  les  urines.  Environ  44%  est éliminée après biotransformations. Deux voies métabolisent chacune au moins 12% de  la dose :  ‐ l’hydrolyse par  les  carboxylestérases avec  formation du métabolite  actif,  le  SN‐38,  qui  est  principalement  éliminé  par  glucuronidation,  puis  par  excrétion biliaire et rénale (moins de 0,5% de la dose d’irinotécan).  ‐ L’oxydation  dépendante  du  cytrochrome  P450  3A,  aboutissant  à  l’ouverture extérieure du noyau pipéridine avec la formation de dérivés inactifs : APC et NPC.    Chez  la souris,  la demi‐vie d’élimination de  l’irinotécan est d’environ 1h et celle du SN‐38 de 2h.      
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  1.3. Indications de l’AMM en 2012  L’irinotécan est indiqué dans le traitement des cancers colorectaux avancés [9]:  en monothérapie après échec d'un traitement antérieur ayant comporté du 5‐FU ou avec le 5‐FU  et  l'acide  folinique  chez  les  patients  n'ayant  pas  reçu  de  chimiothérapie  antérieure pour le stade avancé de leur maladie.    L’irinotécan  est  également  indiqué  dans  le  traitement  des  cancers  colorectaux métastatiques [9]:   ‐ avec le 5‐FU, l'acide folinique et le bévacizumab en traitement de première ligne   ‐ avec le cétuximab dans le traitement des patients présentant un cancer colorectal métastatique  avec  gène  KRAS  de  type  sauvage  exprimant  le  récepteur  du  facteur  de croissance épidermique (EGFR), n'ayant pas reçu de traitement préalable pour une maladie métastatique ou après échec d'une chimiothérapie à base d'irinotécan    
  2. Cétuximab : anticorps anti‐EGFR 
  2.1. Mécanisme d’action    Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal IgG chimérique murin/humain (35/65%) dirigé contre le domaine extracellulaire de l’EGFR. Cet anticorps a été développé en combinant les régions variables de l’anticorps précurseur de souris (mAb 225) avec les régions  constantes  de  l’immunoglobuline  humaine  G1  afin  de  réduire  une  éventuelle réponse immunologique anti‐murine chez les patients [14].     L’anticorps  exerce  son  activité  cytotoxique  à  l’aide  de  plusieurs  mécanismes.  Le mécanisme majeur est  l’interférence  induite par  le  cétuximab sur  la  liaison‐récepteur. De plus, la liaison du cétuximab au récepteur peut induire l’internalisation et la dégradation de l’EGFR.  Enfin,  il  peut  exercer  une  cytotoxicité  cellulaire  dépendante  de  l’anticorps (phénomène ADCC). 
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  Le  cétuximab  interagit  avec  la  partie  extracellulaire  de  l’EGFR  au  niveau  de  son domaine  III,  empêchant  la  liaison  du  ligand  sur  ce  domaine  (voir  Figure  7).  Cet encombrement stérique empêche le récepteur d’adopter la conformation dépliée nécessaire à  sa  dimérisation.  De  plus,  en  empêchant  le  ligand  de  se  fixer  sur  son  récepteur,  le cétuximab  bloque  l’activation  des  cascades  de  signalisation  en  aval  du  récepteur responsables  de  la  survie  cellulaire,  de  l’angiogenèse  et  du  potentiel  métastatique  des cellules. Le cétuximab est hautement spécifique de  l’EGFR avec une affinité cinq à dix  fois supérieure que celle avec les ligands naturels de l’EGFR, tels que l’EGF ou le TGF‐α. 
 
 
Figure 7 : Mécanisme d’action du cétuximab 
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Des  études  précliniques  ont  montré  également  que  le  cétuximab  induisait l’internalisation, la dégradation et la régulation négative de l’expression de l’EGFR [70]. Le devenir  de  ce  complexe  suite  à  l’internalisation  n’a  pas  été  clairement  démontré, notamment  entre  l’étape  de  dégradation  et  le  recyclage  du  récepteur  à  la  membrane plasmique.  Enfin, grâce à  la région humaine (partie constante : Fc) de  l’anticorps,  le cétuximab recrute les cellules immunes effectrices cytotoxiques telles que les monocytes et les cellules NK  (natural  killer)  contre  les  cellules  tumorales  (cytotoxicité  médiée  par  les  cellules dépendantes des anticorps ‐ ADCC) (voir Figure 8).  
 
Figure 8 : Représentation schématique du mécanisme de l’ADCC induite par le cétuximab[71]    2.2. Données pharmacocinétiques    Le cétuximab est administré chez l’homme par voie intraveineuse. Différentes voies pouvant  contribuer  au  métabolisme  des  anticorps  ont  été  décrites.  Toutes  ces  voies impliquent  la  biodégradation  de  l'anticorps  en  molécules  plus  petites,  c'est‐à‐dire  en peptides de petite taille ou en acides aminés [9]. Chez l’Homme, aux doses thérapeutiques utilisées,  le  volume moyen  de  distribution  était  approximativement  équivalent  à  l'espace vasculaire  (2,9  litres/m2  avec  un  intervalle  de  1,5  à  6,2  litres/m2).  Chez  l’Homme,  le 
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cétuximab a une longue demi‐vie d'élimination avec des valeurs comprises entre 70 et 100 heures  à  la  dose  cible.  En  administration  intraveineuse  chez  la  souris,  les  demi‐vies d’élimination sont de 39,6, 37,8 et 42,2 h pour les doses de 0,04, 0,25, et 1 mg par injection [72]. 
 
  2.3. Indications de l'AMM 2012    Le  cétuximab  est  indiqué  depuis  juin  2004  dans  le  traitement  des  patients présentant un cancer colorectal métastatique avec gène KRAS de type sauvage exprimant le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) [9]: ‐ en association avec une chimiothérapie à base d'irinotécan ‐ en association au FOLFOX, en première ligne métastatique ‐ en monothérapie après échec d'un traitement à base d'oxaliplatine et d'irinotécan et en cas d'intolérance à l'irinotécan.   Une étude randomisée réalisée par Cunningham et al. en 2004 a été effectuée chez 329  patients,  ayant  progressé  pendant  ou  après  les  trois  mois  d’un  traitement  de chimiothérapie  à  base  d’irinotécan.  Elle  compare  l’efficacité  du  cétuximab  en  deuxième ligne  en  association  avec  l’irinotécan,  à  la  même  posologie  que  celle  du  traitement antérieur, (218 patients) au cétuximab en monothérapie (111 patients) [14]. Le cétuximab en  association  avec  l’irinotécan montre  une  activité  supérieure  en  terme  de  survie  sans progression (4,1 vs. 1,5 mois, p<0,001) par rapport au cétuximab utilisé seul. L’association cétuximab et irinotécan montre donc une supériorité clinique chez les patients initialement réfractaires à l’irinotécan.      Le  cétuximab  est  aussi  indiqué  depuis mars  2006  dans  le  traitement  des  patients présentant  un  carcinome  épidermoïde  de  la  tête  et  du  cou  en  association  avec  la radiothérapie  en  cas  de maladie  localement  avancée  et  également  en  association  avec  la chimiothérapie à base de platine en cas de maladie récidivante et/ou métastatique [9].   
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  3. Evérolimus: inhibiteur de mTOR 
  3.1. Mécanisme d’action    L’evérolimus est un dérivé du sirolimus (ou rapamycine) appartenant tous les deux à la  famille  des  inhibiteurs  de  la  protéine  mTOR  (mammalian  target  of  rapamycin).  Cette protéine est une kinase  régulatrice de  la voie phosphatidylinositol 3‐ kinase  (PI3K) / Akt impliquée dans le métabolisme, la croissance, la prolifération et la survie cellulaire.     L’evérolimus forme un complexe avec la protéine FK‐BP12 (FK‐binding protein 12) qui  se  fixe  au  FRB  (FKBP‐rapamycin  binding  domain)  localisé  dans  le  domaine  amino  ‐ terminal à proximité du site catalytique de  la kinase mTOR. Le complexe evérolimus‐ FK‐BP12 serait responsable d’un encombrement stérique entraînant l’inhibition de la protéine mTOR.  La  protéine  mTOR  est  constituée  de  deux  sous  unités:  mTORC1,  impliquée  dans  la croissance  cellulaire  en  réponse  aux  stimulations  des  facteurs  de  croissance  et  des nutriments,  et  mTORC2,  responsable  de  la  prolifération  et  de  la  survie  cellulaire.  La protéine mTORC1 est  à  l’origine du déclenchement de deux voies de  régulation  cellulaire impliquées dans le contrôle de la traduction:          
 
Figure 9: Inhibition de l’activité traductionnelle par les inhibiteurs de la protéine mTOR 
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1)  mTORC1  entraîne  la  phosphorylation  et  l’activation  de  la  kinase  p70  S6  (S6  K1) permettant à son  tour  la phosphorylation de  la protéine ribosomale S6  impliquée dans  la biogénèse des ribosomes.   2) mTORC1 phosphoryle également 4E‐BP1 qui est un inhibiteur de la traduction. Une fois phosphorylé, 4E‐BP1 se dissocie de elF4E (élongation initiator factor) qui, à son tour, peut se lier à la coiffe de certains ARNm et initialiser la traduction. Ainsi, en désactivant la kinase mTOR,  l’evérolimus  bloque  des  événements  essentiels  de  la  traduction ;  ce  qui  entraîne l'arrêt  du  cycle  cellulaire  au  stade  G1  [73,74].La  sous‐unité  mTORC2  est  insensible  aux inhibiteurs mTOR. Des études récentes indiquent que mTORC2 joue un rôle essentiel dans la transformation et  la vitalité d'un certain nombre de types de cellules cancéreuses, mais dans  beaucoup  de  cellules  normales,  son  activité  est  moins  prononcée.  Ces  nouvelles recherches  soulèvent  donc  l’intérêt  de  développer  des  inhibiteurs  spécifiques  à  la  sous‐unité mTORC2 [75]. 
   
  3.2. Données Pharmacocinétiques  
Absorption et biodisponibilité 
  La biodisponibilité de l’evérolimus est de 11% chez la souris [76] et de 16% chez le rat  [77].  Le  temps maximal d’absorption  (Tmax)  est de 0,5 h  chez  le  rat,  1h  chez  la  souris [76,77] et 1 à 2 h chez l’Homme [9].   
Distribution 
  L’evérolimus se lie fortement aux protéines, à 99,9% chez la souris, 92% chez le rat et 75% chez l’Homme [9,76]. 
 
Métabolisme   L’evérolimus est substrat de  la P‐gp, des cytochromes 3A4, 3A5, 2C8 [10,76,78,79]. Des  métabolites  inactifs  mono‐  ou  di‐hydroxylés,  déméthylés  ou  encore  formés  par 
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ouverture  du  cycle  sont  produits  par  les  CYP3A4,  3A5  et  2C8  au  niveau  intestinal  et hépatique.   
Excrétion   L’evérolimus s’élimine principalement par  les  fécès  (80%) chez  l’Homme. Sa demi‐vie  élimination  est  d’environ  28  h  chez  l’Homme,  de  20,5  h  chez  le  rat,  de  7,5  h  chez  la souris [9,76]. 
 
  3.3. Indications de l'AMM en 2012    L’evérolimus  est  indiqué  dans  divers  cancers :  cancer  du  rein  avancé  depuis  2009 chez  les  patients  ayant  progressé  sous  ou  après  une  thérapie  ciblée  anti‐VEGF,  tumeurs neuroendocrines  d'origine  pancréatique  non  resécables  ou  métastatiques  bien  ou moyennement  différenciées  avec  progression  de  la maladie  chez  l'adulte  depuis  2011  et, dernièrement,  dans  le  cancer  du  sein  avancé  avec  récepteurs  hormonaux  positifs, HER2/neu  négatif,  en  association  avec  l'exémestane,  chez  les  femmes ménopausées  sans atteinte  viscérale  symptomatique  dès  récidive  ou  progression  de  la  maladie  et précédemment traitées par un inhibiteur non‐stéroïdien de l'aromatase [9].     Deux  études  de  phase  I  en  2008  chez  les  patients  atteints  de  tumeurs  solides avancées décrivent  l’evérolimus comme ayant un bénéfice clinique (incluant des réponses partielles)  chez  des  patients  atteints  d’un  cancer  colorectal  [80,81].  Les  recherches  sur l'evérolimus  en  tant  qu'anti‐cancéreux  confirme  l'intérêt  de  nos  recherches  sur  les propriétés anti‐tumorales de l'evérolimus qui ont été débutées en mars 2008.         
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  4. Lapatinib: inhibiteur de tyrosine‐kinase de EGFR et HER2 
 
  4.1. Mécanisme d’action    Le  lapatinib,  une  4‐anilino‐quinazoline,  est  un  inhibiteur  des  domaines intracellulaires de la tyrosine kinase des récepteurs EGFR (ErbB1) et ErbB2 (HER2) [82].  Le lapatinib est un inhibiteur double des deux EGFR et HER2 tyrosine kinases,  inhibant la phosphorylation  des  récepteurs  et  donc  les  voies  de  signalisation  en  aval:  voie  de transduction du phosphoinositol‐3‐kinase (PI3‐K) (impliquée dans la survie des cellules) et Ras (impliquée dans la prolifération cellulaire) (figure 10).  
 
Figure 10: Mécanisme d'action du lapatinib 
HB‐EGF = heparin‐binding EGF; PTEN = phosphatase and tensin homologue; Raf‐1 
= murine leukemia viral oncogène homologue 1; MEK = mitogen‐activated protein 
kinase; MAPK = mitogen‐activated protein kinase.   De  plus,  le  lapatinib  est  actif  contre  les  formes  tronquées  de  HER2  (p95HER2).  Il  a  été démontré qu’une surexpression des récepteurs de facteur de croissance EGFR et HER2 est 
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liée à une augmentation de la croissance et de la survie tumorale d’une variété de tumeurs épithéliales et, par conséquent, à un facteur de mauvais pronostic.  
  4.2. Données pharmacocinétiques  
Absorption et biodisponibilité 
  Chez  l’homme,  l’absorption  du  lapatinib  est  incomplète  et  variable.  L’aire  sous  la courbe  (AUC)  est  d’environ  70%.  L’AUC  est  multipliée  par  trois  si  le  repas  est  riche  en graisse [83]. La Tmax est de 3 à 4 h [9, 82]. 
 
Distribution 
  Chez l’homme, le lapatinib se lie fortement aux protéines : plus de 99% à l’albumine et à l’α‐1 glycoprotéine acide [9,82].  
Métabolisme 
  Le  lapatinib est  fortement métabolisé, principalement par  les cytochromes CYP3A4 et CYP3A5, avec une faible contribution des cytochromes CYP2C19 et CYP2C8 conduisant à la  formation de nombreux métabolites oxydés, aucun d'entre eux ne représentant plus de 15%  de  la  forme  principale.  Il  existe  un  métabolite  actif,  le  GW690006,  vis‐à‐vis  du récepteur EGFR [82]. Une étude datant de 2008 montre que le lapatinib est substrat chez la souris  de  la  P‐gp  et  de  la  BCRP  au  niveau  de  la  barrière  hémato‐encéphalique  [29].  Le lapatinib  est  aussi  inhibiteur  in  vitro  et  in  vivo  de  la  P‐gp  et  de  la  BCRP  chez  l’homme [11,32]. 
 
Excrétion 
  Après  atteinte  de  la  concentration  d’équilibre  en  6  à  7  jours,  la  demi‐vie d’élimination  chez  l’homme  est  de  24  h.  L’excrétion  se  fait  principalement  par  voie hépatique  (27%  de  la  dose  orale  non  modifiée  retrouvée  dans  les  fécès  et  2%  dans  les urines),  suggérant  une  forte  concentration  dans  les  intestins  [32,82].  Chez  la  souris,  la demi‐vie d’élimination est de 5,7 h. 
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  4.1. Indications de l'AMM 2012    Le  lapatinib  est  indiqué  depuis  2008  dans  le  traitement  du  cancer  du  sein métastatique, avec surexpression des récepteurs HER2. Il est indiqué soit en association à la capécitabine  chez  les  patients  ayant  une  maladie  avancée  ou  métastatique  après  un traitement  ayant  comporté  une  anthracycline,  un  taxane  et  du  trastuzumab ;  soit  en association  à  un  inhibiteur  de  l'aromatase,  chez  les  patientes  ménopausées  ayant  une maladie métastatique avec des récepteurs hormonaux positifs [9].    Une  étude  de  phase  I  en  2009  évaluant  l’association  lapatinib  (1250  mg)  et evérolimus (5 mg) dans les cancers avancés montre que les principales toxicités observées à  dose  limitante  étaient  la  diarrhée,  la  stomatite  et  la  fatigue.  11  patients  (2 hépatocarcinomes, 1 cancer du sein, 1 cancer du rein, 1 sarcome, 2 adénoïdes kystiques, 1 mélanome, 1 cancer de la vessie, 1 poumon à non petites cellules, 1 colorectal) ont eu une maladie  stable  pendant  8  semaines  et  plus  [84].  Cette  étude  confirme  l’intérêt  de  notre étude  pré‐clinique  consistant  à  évaluer  les  propriétés  anti‐tumorales  du  lapatinib  et  de l’evérolimus dans le cancer colorectal que nous avons débutée en 2008.                   
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  V. Modèles murins utilisés dans nos travaux    Nous présenterons dans cette partie les modèles murins utilisés pour chaque article publié ou soumis.  
1. Modèle de souris double KO mdr1a‐/1b‐    Ce modèle a été utilisé dans le premier article publié pour rechercher le caractère substrat de la P‐gp de l’evérolimus.  A  la différence de  l’Homme qui ne possède qu’un seul gène P‐gp,  le gène mdr‐1,  la souris en possède deux : les gènes mdr1a et mdr1b [85]. En génie génétique, la technique, permettant  l’invalidation d’un gène en  remplaçant  son allèle normal par un allèle mutant non fonctionnel, se nomme « Knock‐out » (KO). Les souris mdr1a‐/‐, déficientes en P‐gp, ont tout  d’abord  été  générées  chez  des  souris  de  fond  génétique  Fvb  [86].  Des  études comparatives de souris mdr1a (‐/‐) et mdr1b (‐/‐) ont montré que le gène mdr1a (‐/‐) est la forme  principale  de  la  P‐gp  murine  exprimée  dans  les  capillaires  cérébraux,  le  tractus digestif et  le placenta, tandis que le gène mdr1b (‐/‐) est exprimé dans le foie et  les reins. L’association des deux isoformes murins semblent remplir les mêmes fonctions biologiques (spécificité des substrats et distribution de la P‐gp dans les tissus) que le gène mdr‐1 codant pour la P‐ glycoprotéine humaine [31,85].  Les  souris  double  «  KO  »  pour  mdr1a  et  mdr1b  constituent  à  l’heure  actuelle  le modèle de  choix pour  l’étude du  rôle de  la P‐gp dans  le devenir des  composés  substrats, médicaments  ou  toxiques  et  pour  étudier  les  interactions  médicamenteuses.  Les  souris obtenues sont viables,  fertiles et phénotypiquement normales [31]. Puisqu’il a été montré que  les  protéines  P‐gp  issues  des  gènes  mdr1a  et  mdr1b  ne  sont  pas  essentielles  au développement normal et à la reproduction  des souris, ce résultat suggère qu’il est possible de bloquer la P‐gp d’une façon chronique en clinique [85]. L’absence de P‐gp chez les souris knock‐out  engendre  une  accumulation  de  médicaments  substrats  de  la  P‐gp  dans 
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l’organisme  :  en  particulier  dans  le  cerveau  et  dans  de  nombreux  tissus  [31,85‐87]. Schellens et al. ont mis en évidence le caractère substrat de la P‐gp du paclitaxel grâce à ce modèle,  et,  le  rôle  prépondérant  de  la  P‐gp  intestinal  dans  l’effet  de  premier  passage  du paclitaxel. Ce  résultat  a permis  le développement d’une  stratégie  thérapeutique associant un inhibiteur de la P‐gp tel que la ciclosporine avec l’administration orale du paclitaxel et a été le point de départ d’essais cliniques chez l’homme [85].  Ce  modèle  est  fourni  par  le  Docteur  Patrick  Gonin  de  l’IFR  54 :  Ressources  Animales  et Vétérinaires de l’Institut Gustave Roussy.     
  2. Modèle de xénogreffe de cancer colorectal humain chez la souris 
nude  Ce modèle a été utilisé dans le deuxième article qui évalue l’effacité anti‐tumorale et la toxicité de l’evérolimus et du lapatinib utilisés seuls ou en schéma séquentiel. Il  a  également  été  utilisé  pour  évaluer  l’effet  du  cétuximab  sur  la  concentration intra‐tumorale de l’irinotécan et de son métabolite actif, le SN‐38.  Des  modèles  de  souris  génétiquement  modifiées  sont  actuellement  disponibles pour étudier  les cancers survenant dans  le cadre d’une prédisposition génétique (5% des cancers), par exemple, les souris portant des mutations sur le gène de la ß‐catenin pour le syndrome de Lynch,  et, les souris portant des mutations sur le gène Apc pour la polypose adénomateuse  familiale  [88].  Cependant,  il  n’existe  pas de modèle  génétique  recréant  les tumeurs  spontanées  débutant  dans  les  intestins  et  provoquant  des  métastases  dans d’autres organes tels que le foie,  les poumons,  les ganglions lymphatiques, telles qu’on les retrouve  chez  l’homme  et  jouant  un  rôle  prépondérant  dans  la  mortalité  du  cancer colorectal. Deux types de modèles de xénogreffes de cancers colorectaux humains métastasés sont  actuellement  disponibles :  les  injections  de  lignées  de  cancers  humains  cultivées  in 
vitro et les implantations de tumeurs primaires humaines.  
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Le modèle de  xénogreffe de  cancer  colorectal  d’origine humaine  implantée  chez  la souris  nude  SCID  (severe  combined  immunodefiency)  est  un  modèle  de  choix  pour effectuer  des  essais  pré‐cliniques  sur  des médicaments  anticancéreux  [89],  pour  étudier leurs interactions et évaluer leur efficacité et leur tolérance.  En  premier  lieu,  ce  modèle  permet  d’amplifier  et  de  maintenir  stable  le  matériel tumoral par re‐transplantation. Un résumé publié à  l’ASCO en 2010 a montré que sur une totalité de 36 tumeurs humaines  implantées, 39 % de transplantation réussie est observé au premier passage, puis ce taux de réussite augmente à 80 à 100% lors du deuxième et du troisième  passage.  Contrairement  aux  modèles  tumoraux  in  vitro  où  des  altérations génétiques peuvent apparaître, un avantage de ce modèle est de conserver la fonctionnalité des  voies de  signalisation  cellulaire  [90]. De plus,  des multitudes de  tests  et de  contrôles pharmacologiques  et  pharmacogénétiques  peuvent  être  effectués  sur  la  tumeur  pouvant être conservée à l’état congelé. C’est un modèle représentatif de la tumeur initiale car elle conserve  les  caractéristiques  histologiques,  moléculaires  et  garde  la  même  réponse  à  la chimiothérapie [90] et permet une corrélation avec la réponse des patients. Dans le même travail,  il  a  été  montré  que  les  activités  anti‐tumorales  de  trois  anticancéreux  (le  5‐FU, l’irinotécan  et  l’oxaliplatine)  ont  été  traduites  respectivement  par  une  inhibition  de  la croissance des  tumeurs de 35‐48%, 57‐86% et 68‐89%,  ce qui  est une bonne corrélation avec  les  réponses  retrouvées  en  clinique.  Enfin,  les  transplantions  chez  la  souris  nude peuvent être effectuées soit en position orthotopique (situé à son emplacement anatomique habituel),  soit  en  position  sous‐cutanée.  La  position  orthotopique  permet  d’étudier  la propagation à d’autres organes et donc l’exploration des métastases [88]. La position sous‐cutanée quant à elle, offre la possibilité d’évaluer l’activité anti‐tumorale des médicaments d’une manière non invasive, par mesure directe de la taille des tumeurs grâce à un pied à coulisse [88].  La  patiente,  chez  laquelle  la  tumeur  utilisée  dans  nos  travaux  a  été  prélevée,  était une  femme, affectée par un adénocarcinome du colon sigmoïde qui  s’est propagé par des métastases  ovariennes  (T3N1M1).  L’échantillon  était  issu  de  la  tumeur  primitive.  La patiente  a  subi  une  colectomie,  une  sigmoidectomie  et  une  excision  des  métastases 
  
GENERALITES : les modèles murins      
52 
ovariennes.  Elle  a  également  reçu  une  chimiothérapie  pré‐opératoire  à  base  de bévacizumab  et  de  FOLFIRI  à  laquelle  elle  a  bien  répondu.  Ce  modèle  présente  une mutation KRAS. Les tests pharmacologiques sur ce modèle de xénogreffe ont montré que la tumeur était sensible au 5‐FU et à l’irinotécan mais en revanche résistante au cétuximab et à  l’oxaliplatine.  L’échantillon  de  tumeur  a  été  obtenu  à  partir  d’une  exérèse  chirurgicale, puis a été coupé en morceaux de petite taille. Ces tissus ont ensuite été implantés en sous‐cutané  dans  les  flancs  des  souris  nude  SCID.  Lorsque  la  tumeur  avait  atteint  2  à  3 centimètres de diamètre, elle était à nouveau prélevée pour être coupée en petits morceaux pour obtenir le modèle de deuxième génération, qui a été utilisé dans l'étude.   Nous  remercions  le  consortium Cremec  de  nous  avoir  permis  de  travailler  sur  ce modèle de xénogreffe CR‐IGR016P (« Projet C.Re.M.E.C »). 
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Premier  travail: Etude de  l’influence du  lapatinib sur  la 
P‐glycoprotéine: conséquence sur la pharmacocinétique, 
la toxicité et l’efficacité anti‐tumorale de l’evérolimus  
I. Objectif de l’étude    Nous  avons  choisi  d’étudier  le  lapatinib  et  l’evérolimus  dans  le  cancer  colorectal parce que, en 2008, seules des études in vitro montraient d’une part que l’evérolimus était substrat de la P‐gp [10] et que d’autre part le lapatinib inhibait la P‐gp [11]. Notre première hypothèse  était  que  les  paramètres  pharmacocinétiques  de  l’evérolimus  pouvaient  être modifiés  après  prétraitement  par  le  lapatinib.  Il  était  ensuite  intéressant  d’étudier l’interaction  pharmacologique  de  deux  médicaments  possédant  des  propriétés  anti‐tumorales  et  agissant  sur  des  cibles  différentes  (inhibition  de  la  protéine  mTOR  ou inhibition  des  récepteurs  tyrosine  kinase)  car  leur  association  pourrait  montrer  une éventuelle synergie thérapeutique.     Le premier travail a comparé les pharmacocinétiques de l’evérolimus chez des souris double  KO  mdr1a‐/1b‐  versus  des  souris  Fvb  sauvage  afin  de  mettre  en  évidence  le caractère substrat in vivo de la P‐gp de l’evérolimus. L’influence d’un prétraitement de deux jours par  le  lapatinib sur  la pharmacocinétique de  l’evérolimus a ensuite été étudiée chez des souris Swiss. Des Western Blot ont également été effectués sur des intestins de souris traitées ou non par le lapatinib afin d’évaluer l’influence du lapatinib sur l’expression de la P‐gp  intestinale.  Nous  avons  ensuite  étudié  l’effet  d’un  pré‐traitement  du  lapatinib  sur l’efficacité anti‐tumorale et la toxicité de l’évérolimus. Leur association est étudiée dans un modèle  de  xénogreffe  colorectale  résistante  à  l’oxaliplatine  et  au  cétuximab.  Cette  étude préclinique  débutée  en  2009  alors  que  l'evérolimus  était  indiqué  seulement  en  tant qu'immunosuppresseur confirme son intérêt en tant qu'anti‐cancéreux.     
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  II. Article 1: Disposition of everolimus in mdr1a‐/1b‐ mice 
and after a pre‐treatment of lapatinib in Swiss mice 
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administered drugs. The CYP3A represent almost 30% of the
cytochromes in the liver and 70% of the cytochromes in the small
intestine [10]. Many studies have demonstrated that inhibitors of
cytochromes 3A are leading to an increase of AUC of drug
substrates with a prolongation of half time elimination [11,12]. P-
gp is part of a large family of efflux transporters which is expressed
in the gonads, kidneys, biliary system, intestinal epithelium, brain
capillaries and lymphocytes. P-gp is coded by the multidrug
resistance MDR1 genes in humans and the mdr1a and mdr1b in
mice and rats. These genes encode drug-transporting protein that
can cause multidrug resistance in tumor cells by decreasing
intracellular drug levels. Enhanced expression of P-gp is con-
sidered to be a major mechanism of chemotherapeutics resistance
[13]. Conversely, inhibitors of P-gp may increase the oral
absorption of drugs transported by P-gp. For example, verapamil
enhanced bioavaibility of etoposide in rats [14]. In vitro study using
human intestinal cell line (Caco-2) has shown that everolimus is a
potent substrate for P-gp-like mediated efflux and this efflux was
completely inhibited by verapamil [15]. Modifications of pharma-
cokinetics of drugs substrates of cytochromes or P-gp by many
inhibitors of these proteins are leading to therapeutic drug
monitoring. As everolimus is substrate of cytochromes and P-gp,
it is conceivable that pharmacokinetics parameters of this drug
could be modified after a pre-treatment by P-gp inhibitor.
Lapatinib is an inhibitor of tyrosine kinase receptors (HER 1
and HER 2) which is indicated in combination with capecitabine
for the treatment of patients with advanced or metastatic breast
cancer whose tumors overexpress HER 2 [16,17]. Lapatinib was
chosen in this pharmacological study for several reasons. First, in
vitro and in vivo studies showed that lapatinib decreases the
expression of P-gp and inhibits cytochromes 3A4 and BCRP [18–
20]. Thus, everolimus pharmacokinetic parameters could be
modified after a lapatinib pre-treatment. Second, it is relevant to
study the pharmacological interaction of these two drugs acting
by two different anti-tumor mechanisms (inhibition of mTOR
protein and inhibition of tyrosine kinases receptor) as they could
be combined for an anti-tumor treatment. As the matter of fact, a
Phase I Study evaluates the combination of lapatinib and
everolimus in patients with advanced solid tumors or non-
Hodgkin’s lymphoma [21].
The present pharmacological study was to thus undertaken
with a double purpose: (a) to document the in vivo effect of
intestinal P-gp on everolimus disposition and (b) to investigate the
effect of lapatinib pre-treatment on everolimus pharmacokinetics
and its influence on intestinal P-gp expression. Therefore, we have
investigated the pharmacokinetics of everolimus and digoxin
(substrate test of P-gp) after oral administration in mice with
naturally deficient in P-gp (mdr1a!/1b!) compared to the wild
type (Fvb mice). In a second time, everolimus pharmacokinetic
parameters were determined after oral administration either alone
or after lapatinib pre-treatment in Swiss mice.
2. Materials and methods
2.1. Drugs
Digoxin (digoxine nativelle1) was purchased from Procter
Gamble Pharmaceuticals (Asnie`res-sur-Seine, France). 100 mL of
suspension (50 mg/mL) was diluted in 900mL of sterile water to
obtain a stock solution of 5mg/mL. Everolimus (Certican1) was
purchased from Novartis Pharma SAS (Rueil-Malmaison, France).
The oral preparation was obtained by dispersion of a tablet
(0.25 mg) in 10 mL of sterile water (0.025 mg/mL). Lapatinib
(Tyverb1) was purchased from GlaxoSmith Kline (Marly-le-Roi,
France). The oral preparationwas obtained by dispersion of a tablet
(250 mg) in 25 mL of sterile water (10 mg/mL).
2.2. Animals
Two strains of mice were used in this study. The first strain of
mice was Fvb (sensitive to the B strain of friend leukemia) mice.
The Fvb mice were used in digoxin and everolimus pharmacoki-
netic studies to document the effect of P-gp on everolimus
disposition. For each drug, thewild typewas compared tomdr1a!/
1b!mice (mice naturally deficient of P-gp). The second strain was
Swiss mice OF1. OF1 mice were used to study the influence of
lapatinib pre-treatment on everolimus disposition.
All mice used in the study were female mice (20–30 g) and
provided by Charles River Laboratories (Orle´ans, France). They
were caged under standard laboratory conditions, with tap water
and regular chow provided ad libitum in a 12 h/12 h-light/dark
cycle at a temperature of 21–23 8C. Anesthesia was induced with
5% isoflurane and maintained with 2.5% isoflurane in air. The
animals were treated in accordance with the European committee
standards concerning the care and use of laboratory animals.
2.3. Digoxin pharmacokinetic study
Fvb and mdr1a!/1b! mice in each group orally received
0.03 mg/kg of digoxin. They were anesthetized with isoflurane and
the blood sampleswere collected by cardiac puncture at 15, 30 min
and 1, 2, 3, 4, 6, 8 and 24 h after the administration of digoxin on
heparinized tubes. The samples were centrifuged at 12,000 " g for
8 min and the plasma was harvested into clean tubes. For digoxin
quantification, an automated method was used. Plasma digoxin
concentrations were measured with fluorescent polarization assay
(FPIA) on TDx1 using Digoxin II1 reagent kit (Abbott Diagnostic,
Rungis, France). This method was linear up to 5 ng/mL with a limit
of quantification at 0.2 ng/mL. All plasma samples were assayed
together with calibration standard and quality control.
2.4. Everolimus pharmacokinetic study
Fvb and mdr1a!/1b! mice in each group orally received
0.25 mg/kg of everolimus. The mice were anesthetized
with isoflurane and the blood samples were collected by
cardiac puncture at 30 min and 1, 2, 3, 5, 8 and 24 h after the
administration of everolimus on EDTA tubes. For everolimus
quantification, an automatedmethodwas used. Blood everolimus
concentrations were measured with fluorescent polarization
assay on TDx1 using INNOFLUOR1CERTICAN1 kit (Biomedical
diagnostics,Marne la Valle´e, France). Thismethodwas linear up to
40 ng/mL with a limit of quantification at 2 ng/mL. All blood
samples were assayed together with calibration standard and
quality control.
2.5. Everolimus pharmacokinetic after lapatinib pre-treatment
Swiss mice were divided into two groups. The first one orally
received 0.25 mg/kg of everolimus, the second one orally received
100 mg/kg of lapatinib twice a day for 2 days and 0.25 mg/kg of
everolimus on the third day. The collection of everolimus blood
samples and the quantification of everolimus blood concentration
were done in the same conditions described for everolimus
pharmacokinetic studies in Fvb and mdr1a!/1b! mice.
2.6. Data analysis. Pharmacokinetic studies
As each animal provided only one sample of blood, data from
animals of the same group were pooled using a naı¨ve averaging
data approach [22]. The non-compartimental analysis was
performed using Winonlin1 professional version 4.1 software
(Pharsight, Mountain View, CA). Data were used to estimate the
C. Chu et al. / Biochemical Pharmacology 77 (2009) 1629–16341630
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mean maximal concentration (Cmax) and the time necessary to
reach maximal concentration (Tmax). In addition, for each
treatment, the elimination rate constant (ke) and the area under
the mean concentration–time curve (AUC0!Tlast) were estimated.
The elimination rate constant (ke) was estimated as the slope of the
log-linear terminal portion of the plasma concentration vs. time
curve, determined using unweighted linear least-squares regres-
sion analysis.
Additionally, from the estimated parameters, the terminal
elimination half-life (t1/2) for each group was derived and cal-
culated as t1/2 = ln 2/ke.
2.7. Semiquantitative determination of P-gp expression by Western
blot analysis
P-gp expression was measured in three segments of intestine
(duodenum, jejunum, and ileum) byWestern blot analysis in two
groups of mice: (1) 3 female Swiss mice non-pre-treated and (2)
3 female Swiss mice with a lapatinib pre-treatment. For last
group, mice orally received 100 mg/kg of lapatinib twice a day
for 2 days and 100 mg/kg of lapatinib on the third day. The
intestines were removed 6 h after the last administration of
lapatinib on the third day.
Tissues were cut into small pieces and suspended in three
volumes of 0.25 M sucrose, 50 mM phosphate buffer, pH 7.20,
1 mM EGTA, 2 mM MgCl2, and protease inhibitors: 5mg/mL
leupeptin, 0.15 mg/mL benzamidine, 5 mg/mL aprotinin, 1 mg/
mL pepstatin, and 16 mg/mL phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA). The suspension was
then homogenized in a glass tube. The homogenate was
centrifuged at 500 ! g for 15 min. The supernatant obtained was
then centrifuged at 3000 ! g for 15 min. The pellet was washed
twice with three volumes of 0.25 M sucrose, 50 mM phosphate
buffer, pH 7.20, 2 mM MgCl2, and protease inhibitors and
centrifuged at 3000 ! g for 15 min. Protein concentrations were
determined using the colorimetric bicinchoninic assay kit (Sigma–
Aldrich, St. Louis, MO, USA), with bovine serum albumin (BSA;
Sigma–Aldrich) as a standard. Proteins (40 mg) were separated by
SDS–polyacrylamide gel electrophoresis on an 8% polyacrylamide
gel and transferred onto a nitrocellulose membrane (Amersham,
Orsay, France). The nitrocellulosemembraneswere then incubated
with a primary antibody (C219, diluted to 1:100; DakoCytomation
Denmark A/S, Glostrup, Denmark), washed, and finally incubated
with a peroxidase-conjugated anti-mouse IgG secondary antibody.
The immunoreactive bands were visualized by the enhanced
Chemi-luminescent system (PerkinElmer life science, Boston,
USA). The nitrocellulose membranes were also incubated with
anti-b actin (dilted to 1:5000; Sigma–Aldrich, St. Louis, USA) to
normalize P-gp expression. The autoadiographs of P-gp andb actin
proteins were scanned by densitometry using the image J software
to obtain a quantitative evaluation of protein levels in the three
segments of intestines.
2.8. Statistical analysis
Pharmacokinetic studies: The mean AUC0!Tlast estimated for
each study group after administration of treatmentwere compared
using Bailer’s method [23].
The test for the equality of the mean AUC between each study
group after administration of treatment was performed using the
standardWald statistic. Under the null hypothesis thatmean AUCs
are equal, this statistic follows a normal distribution. The null
hypothesis was rejected if jZobsj was greater than 1.96.
Western blot studies: In the Western blot analysis of the P-gp
expression, the intensity P-gp/b actin ratio was compared using
Wilcoxon’s test with a significant level fixed at 0.05.
3. Results
3.1. Digoxin pharmacokinetic study
The results of the non-compartimental analysis in Fvb mice
group and in mdr1a"/1b" mice group after the administration of
digoxin are summarized in Table 1.
As shown in Fig. 1, the oral administration of digoxin to the
mdr1a"/1b" mice group resulted in a mean Cmax 3-fold higher
than the mean Cmax in the Fvb group. Also, AUC0!Tlast of the
mdr1a"/1b" group is 5.9-fold greater than AUC0!Tlast of the Fvb
group (p < 0.00001, Bailer’s method). The half-life of elimination
was comparable (5.7 h vs. 5.5 h).
3.2. Everolimus pharmacokinetic study
The results of the non-compartimental analysis in Fvb mice
group and mdr1a"/1b" mice group after the administration of
everolimus are summarized in Table 2.
Table 1
Main pharmacokinetic parameters of digoxin after oral administration (0.03 mg/kg)
obtained by a non-compartimental analysis in Fvb wild type and mdr1a"/1b"
mice.
Fvb wild type mdr1a"/1b"
Half-life (h) 5.72 5.45
AUC0!Tlast (ng h/mL) 42.13 250.58
Ratio AUC0!Tlast
a 5.9
Tmax (h) 0.25 4
Cmax (ng/mL) 6.3 18.8
Ratio Cmax
b 3.0
a Ratio AUC0!Tlast = AUC0!Tlast mdr1a"/1b" group/AUC0!Tlast wild type group.
b Ratio Cmax = Cmax mdr1a"/1b" group/Cmax wild type group.
Fig. 1. Plot of time course of mean plasma digoxin concentrations (S.D.) after oral
administration of digoxin at 0.03 mg/kg in Fvb and mdr1a"/1b"mice group (n = 3
per group).
Table 2
Main pharmacokinetic parameters of everolimus after oral administration
(0.25 mg/kg) obtained by a non-compartimental analysis in Fvb wild type and
mdr1a"/1b" mice.
Fvb wild type mdr1a"/1b"
Half-life (h) 9.3 11.3
AUC0!Tlast (ng h/mL) 515.9 709.9
Ratio AUC0!Tlast
a 1.3
Tmax (h) 3 3
Cmax (ng/mL) 36.5 48.1
Ratio Cmax
b 1.3
a Ratio AUC0!Tlast = AUC0!Tlast mdr1a"/1b" group/AUC0!Tlast wild type group.
b Ratio Cmax = Cmax mdr1a"1/1b" group/Cmax wild type group.
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As shown in Fig. 2, the oral administration of everolimus to the
mdr1a!/1b! mice group resulted in a mean Cmax 1.3-fold greater
than the mean Cmax in the Fvb group. Also, AUC0!Tlast of the
mdr1a!/1b! group is 1.3-fold greater than AUC0!Tlast of the Fvb
group (p < 0.001, Bailer’s method). The half-life of elimination was
comparable (9.3 h vs. 11.3 h).
3.3. Everolimus pharmacokinetic after lapatinib pre-treatment
The results of the non-compartimental analysis after the
administration of everolimus alone and after lapatinib pre-
treatment in Swiss mice are summarized in Table 3. As shown
in Fig. 3, the oral administration of everolimus following a pre-
treatment of lapatinib in Swiss mice resulted in a mean Cmax 1.7-
fold greater than the mean Cmax in everolimus alone group. In
addition, the AUC0!Tlast of the lapatinib pre-treated Swiss mice
group is 2.6-fold greater than AUC0!Tlast of everolimus alone group
(p < 0.001, Bailer’s method). The half-time of elimination was
comparable (4.0 h vs. 5.3 h).
3.4. Semiquantitative determination of P-gp expression by Western
blot analysis in intestine
Western blot analysis of P-gp expression was performed on
three parts of intestine (duodenum, jejunumand ileum) from three
control mice and threemice pre-treated with lapatinib (100 mg/kg
of lapatinib twice a day for 2 days and 100 mg/kg of lapatinib on
the third day). A 38.5% significant decrease was observed in
duodenum segment in lapatinib pre-treated group as compared
with control group (0.298 " 0.08 vs. 0.183 " 0.05; p < 0.05, Wil-
coxon test) (see Figs. 4 and 5). Nevertheless, in jejunum and ileum
segment, no significant difference of P-gp expression was observed
(0.58 " 0.43 vs. 0.6 " 0.2 and 0.47 " 0.11 vs. 0.25 " 0.68, respec-
tively) (data not shown).
4. Discussion
The aim of this study was to document the in vivo effect of
intestinal P-gp on everolimus disposition and to investigate the
effect of lapatinib pre-treatment on everolimus pharmacokinetics
and on intestinal P-gp expression.
In order to study the effect of P-gp on the disposition of
everolimus, pharmacokinetics after oral administration of this
drug was characterized in Fvb mice and mdr1a!/1b!mice. At the
same time, the pharmacokinetics of digoxin, which is known to be
a P-gp substrate [24], was realized.
The administration of the two molecules in mdr1a!/1b! mice
resulted in higher Cmax and AUC0!Tlast as compared to those
obtained in wild type mice. The application of Bailer’s method has
shown that the oral bioavaibility of both molecules was
significantly higher in the mdr1a!/1b! group than in the wild
type group. In addition, half-lives of elimination in each group
appear to be comparable. All these findings, added to the results
obtained previously [5,6], suggest that everolimus is transported
Fig. 2. Plot of time course of mean plasma everolimus concentrations (S.D.) after
oral administration of everolimus at 0.25 mg/kg in Fvb and mdr1a!/1b! mice
group (n = 3 per group).
Table 3
Main pharmacokinetic parameters of everolimus (0.25 mg/kg) after oral admin-
istration (0.25 mg/kg) obtained by a non-compartimental analysis in Swiss mice.
Everolimus Everolimus + lapatinib
Half-life (h) 4.0 5.3
AUC0!Tlast (ng h/mL) 128.3 332.6
Ratio AUC0!Tlast
a 2.6
Tmax (h) 3 3
Cmax (ng/ml) 19.9 34.2
Ratio Cmax
b 1.7
a Ratio AUC0!Tlast = AUC0!Tlast evero + lapa group/AUC0!Tlast evero group.
b Ratio Cmax = Cmax evero + lapa group/Cmax evero group.
Fig. 3. Plot of time course of mean plasma everolimus concentrations (S.D.) after
oral administration of everolimus at 0.25 mg/kg alone and after oral pre-treatment
of lapatinib (100 mg/kg twice a day) in Swiss mice (n = 3 per group).
Fig. 4. Histogram of median P-gp/b actin ratio " S.D. values from mouse duodenum
(n = 3 per group).
Fig. 5. P-gp immunodetection from the duodenum of mice treated with 2 days of
lapatinib (100 mg/kg twice a day) or control (n = 3 per group).
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by intestinal P-gp in mice like digoxin. However, the ratio of
AUC0!Tlast in everolimus group is lower than the ratio of AUC0!Tlast
in digoxin group. Unlike digoxin, everolimus is highly metabolized
by cytochromes [7,8]. Thus, intestinal cytochromes could play a
role in everolimus absorption and affect its AUC0!Tlast after oral
administration.
In order to document the influence of lapatinib on disposition of
everolimus, pharmacokinetics study of this drug was carried in
Swiss mice.
The first group of mice received everolimus alone (0.25 mg/kg).
The second group ofmice received everolimus after a lapatinib pre-
treatment for 2 days (100 mg/kg, twice a day). A 2.6-fold increase
of AUC0!Tlast of everolimus was observed in mice pre-treated by
lapatinib as compared to everolimus alone. A 1.7-fold increase of
everolimus Cmax was also observed. The elimination half-lives
were comparable (4.0 h vs. 5.3 h). In vitro and in vivo studies had
shown that lapatinib is a substrate and an inhibitor of the P-gp as
well as cytochromes 3A and 2C8 [18–20].
Kovarick et al. have shown that when everolimus is coadmi-
strated with verapamil in 16 healthy subjects, 2.3-fold increase of
everolimus Cmax ((21 ! 8) ng/mL vs. (47 ! 18) ng/mL) was observed
and accompanied by 3.5-fold increase of AUC0!Tlast ((115 ! 45) ng/
mL h vs. (392 ! 142) ng/mL h). On the other hand, a slight prolonga-
tion of elimination half-life has been noticed (32 ! 6 h vs. 37 ! 6 h)
[25]. When everolimus was coadministred with ketoconazole, a
potent cytochrome 3A4 inhibitor, in 12 healthy volonteers, a 15-fold
AUC0!Tlast increase has been observed, as compared to everolimus
group alone. Also, a 1.9-fold prolongation of elimination half-life
(30 ! 4 h vs. 56 ! 5 h) was shown [12]. Verapamil is described like an
important inhibitor of P-gp and less important inhibitor of
cytochrome 3A while ketoconazole is both a potent inhibitor of P-
gp and cytochrome 3A. In our results, an increase of 2.6-fold
everolimus AUC0!Tlast after a lapatinib pre-treatment was observed
and accompanied with an slight prolongation of elimination half-life.
Our results, when compared to those obtained in the previous study,
suggest that lapatinib could have the same type of inhibition of P-gp
and cytochromes as verapamil.
The determination of P-gp expression in intestines segments by
Western blot analysis showed that P-gp expression decreased only
in duodenum in the lapatinib pre-treated group as compared with
the control group. No significant difference of P-gp expression was
observed in jejunum and ileum. The concept of anatomical region-
dependant modification of P-gp was already proposed to account
for the inhibiting effect of some drugs on intestinal P-gp. For
instance, IFN-a substantially inhibits P-glycoprotein expression in
rats jejunum and ileum [26]. Quinidine increases ileal and jejunal
digoxin absorption by inhibiting P-gp in rats [27]. An inhibition of
duodenal P-gp expression by lapatinib could explain a decrease of
the protein activity. Further investigations are needed to under-
stand which regulators are implicated in the decrease of P-gp
expression. However, it has been demonstrated that a HER 2 over
expression leads to an induction of NF-kB, a transcription factor
controlling expression of genes which promote cell growth and
survival [28]. In addition, it has been showed that NF-kB induces P-
gp expression [29]. These findings lead us to think that one of the
mechanisms of the decrease of the P-gp expression by the lapatinib
could be due to an inhibition of HER 2 leading to a decrease of
induction of NF-kB which could result in an inhibition of P-gp
expression. Other mechanism of P-gp inhibition could be
implicated. In vitro study showed that lapatinib could directly
inhibit the function of P-gp by binding to their ATP-binding sites in
order to stimulate the ATPase activity for its own transport [30].
However, the increase of everolimus AUC0!Tlast after a lapatinib
pre-treatment can not be explained by a competition of the two
drugs transport by P-gp, as lapatinib last dose was administered
16 h before the administration of everolimus. Thus, it is
conceivable that lapatinib decreases P-gp expression, and so,
enhances everolimus AUC0!Tlast.
It had been demonstrated that cyclosporine inhibits the first-
pass extraction of everolimus by the intestine, rather than the liver
in rats. Everolimus was administered 10 min after ciclosporin
administration [31]. An inhibitory effect of lapatinib on the first-
pass metabolism of everolimus by cytochrome P450 in the
intestine could be lead to an increase of everolimus AUC0!Tlast,
and Cmax without modifying the elimination half-life as noticed in
our pharmacokinetic study. Nevertheless, as we discussed above, a
combination of lapatinib and everolimus is necessary to evaluate a
competition of the two drugs on proteins. If lapatinib was
administered 16 h before the administration of everolimus, a
competition of the two drugs on cytochromes P450 could not be
observed. However, an inhibition of cytochromes by lapatinib in
mice liver could not be excluded. In order to confirm any inhibition
of cytochromes, metabolite quantification should be done. Also, in
vitro studies showed that lapatinib inhibits BCRP transporter [19].
However, no study has documented the influence of BCRP on
everolimus disposition. Thus, the results obtained from our
pharmacokinetic study and from the Western blot analysis
concerning everolimus and lapatinib interaction, suggest that
lapatinib could enhance everolimus disposition by decreasing P-gp
expression.
Administration of everolimus in Fvb mice resulted in an
increase of 4.1-fold of AUC0!Tlast and 1.8-fold of Cmax higher than in
Swiss mice. Obviously, absorption is enhanced, but also the
elimination process appears to be different as half times of
elimination are not comparable in the two strains. Many
hypotheses could explain these results: physiological changes,
differences in enzymatic arsenal, and protein expression according
to the strains of mice.
In conclusion, this study showed first that everolimus is
transported by P-gp in mice. In addition, a 2.6-fold significant
increase of everolimus AUC was noticed after a lapatinib pre-
treatment.
These results show the necessity of a therapeutic monitoring of
everolimus when it is administered with an inhibitor of P-gp and/
or cytochromes like lapatinib in an anti-tumor treatment. More-
over, it could be relevant to document the pharmacological
interaction of these two drugs in combination in order to observe
an eventually competition on P-gp and cytochromes and therefore,
an increase of a toxicity effect. Finally, everolimus and lapatinib are
two drugs with anti-tumor properties, acting on two different
pathogenesisways. Thus, lapatinibmay increase the risk of toxicity
associated with a higher concentration of everolimus in blood but
equally the efficiency. Further investigations are necessary to
document the pharmacodynamic effect of a pre-treatment of
lapatinib on the anti-tumor activity of everolimus.
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  III. Résultats de l’article 1 
  1. Etude pharmacocinétique de l’evérolimus chez les souris Fvb et chez les souris 
mdr1a‐/1b‐    Les  deux  groupes  de  souris  recevaient  la  dose  de  0,25 mg/kg  par  voie  orale.  Une étude chez  la souris montre que  les doses utilisées de 0,25 mg/kg à 5 mg/kg étaient bien tolérées [91]. Après administration orale de l’evérolimus, une augmentation de 1,3 fois de la moyenne  de  la  Cmax  est  observée  chez  les mdr1a‐/1b‐  par  rapport  au  groupe  Fvb.  Une augmentation  de  1,3  fois  de  l’AUC  est  notée  dans  le  groupe  mdr1a‐/1b‐  par  rapport  au groupe Fvb (p<0,001, méthode de Bailer). Les demi‐vies d’élimination étaient comparables (9,3 h vs. 11,3 h). Nous avons bien une accumulation plasmatique de l’evérolimus chez les souris déficientes en P‐gp confirmant le caractère substrat in vivo de la P‐gp de l’evérolimus.  
  2. Etude pharmacocinétique de l’evérolimus seul comparée à l’evérolimus associé à un 
pré‐traitement par le lapatinib chez des souris Swiss    Dans  le  groupe  de  souris  traitées  par  le  lapatinib,  les  souris  recevaient  la  dose  de lapatinib de 100 mg/kg deux fois par jour pendant deux jours. Cette posologie a été choisie à  partir  d’une  étude  d’efficacité  effectuée  chez  la  souris  [92].  Puis,  les  deux  groupes recevaient  0,25  mg/kg  d’evérolimus  par  voie  orale.  Après  administration  orale  de l’evérolimus, une augmentation de 1,7 fois de la moyenne de la Cmax est observée chez le groupe  pré‐traité  par  le  lapatinib  puis  par  l’evérolimus  par  rapport  au  groupe  traité  par l’evérolimus  seul.  L’AUC a augmenté de 2,6  fois dans  le  groupe pré‐traité par  le  lapatinib (p<0,001, méthode de Bailer). Les demi‐vies d’élimination étaient comparables (4,0 h vs. 5,3 h).        
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  3. Détermination semi‐quantitative de la P‐gp intestinale par Western Blot    Une diminution relative de 38,5% de l’expression de la P‐gp a été observée dans le duodénum dans le groupe pré‐traité par le lapatinib par rapport au groupe contrôle (0,298 ± 0,08 vs. 0,183 ± 0,05; p<0,05, test de Wilcoxon) (n = 3  par groupe).  
      
 
 
Figure 11 : Expression de la P‐gp duodénale dans le groupe témoin et le groupe pré‐traité par 
le lapatinib à la dose de 100 mg/kg deux fois par jour pendant deux jours  
 
 
Figure 12: Western blot de la P‐gp duodénale dans le groupe témoin et le groupe pré‐traité 
par le lapatinib à la dose de 100 mg/kg deux fois par jour pendant deux jours  
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  IV.  Article  2:  Therapeutic  efficiency  of  everolimus  and 
lapatinib  in  xenograft  model  of  human  colorectal  carcinoma 
with KRAS mutation  
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  V. Résultats de l’article 2 
  1.  Evaluation  de  l’efficacité  anti‐tumorale  du  lapatinib,  de  l’evérolimus  et  de 
l’evérolimus après pré‐traitement par le lapatinib  Les  souris  recevaient  leur  traitement  selon  le  schéma  suivant :
    A J16, le groupe L/E (prétraité par le lapatinib puis traité par l’evérolimus) est le seul groupe  chez  lequel  la moyenne  des  volumes  tumoraux  est  significativement  inférieure  à celle du groupe témoin (pL/E=0,0025 <pseuil=0,0083, ANOVA, Bonferroni). 51% d’inhibition de la croissance tumorale est observée pour le groupe L/E contre 43% pour le groupe traité par le lapatinib seul (L) et 42% pour le groupe traité par l’evérolimus seul (E). Bien que non significatif  par  rapport  aux  autres  groupes  traités,  le  pourcentage  d’inhibition  de  la croissance  tumorale  par  rapport  au  groupe  témoin  est  le  plus  élevé  pour  le  groupe  L/E (49% pour le groupe L, 53% pour le groupe E et 57% pour le groupe L/E). 
 
  3. Evaluation de  la toxicité de  l’evérolimus, du  lapatinib et de  l’evérolimus après pré‐
traitement par le lapatinib 
 
Toxicité digestive Nous n’avons pas observé de différence significative entre les 4 groupes de souris (groupe témoin et groupes  traités) à  chaque  jour de pesée. L’état général des  souris est bon dans chacun des groupes. 
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Toxicité hématologique Seule  une  toxicité  modérée  est  observée  dans  notre  étude (baisse  des  neutrophiles,  des lymphocytes, de l’hémoglobine) dans les groupes traités.  
  4.  Détermination  de  l’expression  de  la  P‐gp  tumorale  dans  la  xénogreffe  de  cancer 
colorectal par analyse Western Blot  Après 4 semaines de traitement, l’expression de la P‐gp ne varie pas significativement entre les 3 groupes : contrôle, lapatinib, evérolimus.                    
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  VI. Discussion du premier travail   L’objectif de ce premier travail a été de mettre en évidence l’effet in vivo de la P‐gp intestinale sur la biodisponibilité orale de l’evérolimus, d’étudier l’effet d’un pré‐traitement par le lapatinib sur les paramètres pharmacocinétiques de l’evérolimus et sur l’expression de la P‐gp intestinale, puis d’évaluer l’efficacité anti‐tumorale et la toxicité de l’evérolimus après un prétraitement par le lapatinib dans un modèle de xénogreffe de cancer colorectal avec mutation KRAS chez la souris.   Pour  étudier  l’effet  de  la  P‐gp  sur  la  biodisponibilité  orale  de  l’evérolimus,  les pharmacocinétiques après administration orale du médicament ont été effectuées chez des souris Fvb et mdr1a‐/1b‐. En parallèle, les pharmacocinétiques de la digoxine, substrat test de  la  P‐gp,  ont  été  réalisées  [93].  L’application  de  la  méthode  de  Bailer  montre  une biodisponibilité  de  ces médicaments  significativement  supérieure  chez  les  souris mdr1a‐ /1b‐ par rapport aux souris Fvb. Tous ces résultats, ainsi que ceux obtenus dans d’autres études  [10,77],  suggèrent  que  l’evérolimus  est  transporté  par  la  P‐gp  intestinale  chez  la souris de la même manière que la digoxine.  Pour étudier  l’influence d’un pré‐traitement par  le  lapatinib  sur  la biodisponibilité de l’evérolimus, des études pharmacocinétiques du médicament ont été effectuées sur des souris Swiss. Une augmentation significative de 2,6 fois de l’AUC de l’evérolimus administré par voie orale a été observée chez les souris prétraitées par du lapatinib comparée à celles ayant reçues de l’evérolimus seul.   
Les  augmentations  d’AUC  de  l’evérolimus  sont  similaires  à  celles  du  midazolam (substrat  de  la  P‐gp  et  des  cytochromes  P450)  administré  en  association  avec  des inhibiteurs de la P‐gp et des cytochromes P450 [94]. Les interactions ont été classées ainsi de cette manière : 1/ « forte interaction » correspond à une augmentation de plus de 5 fois l’AUC,  2/  « interaction modérée »  correspond  à  une  augmentation  située  entre  2  et  5,  3/ « interaction  faible »  correspond  à  une  augmentation  inférieure  à  2  fois  de  l’AUC.  Ainsi, selon  cette  classification  le  kétoconazole,  inhibiteur  puissant  des  CYP  450,  entraîne  une 
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forte interaction, tandis que le vérapamil, inhibiteur modéré des cytochromes P450 et de la P‐gp entraîne des interactions modérées. D’après nos résultats, le lapatinib pourrait exercer le même type d’inhibition de la P‐gp et des cytochromes que le vérapamil.  L’évaluation  de  l’expression  de  la  P‐gp  dans  les  trois  segments  de  l’intestin  par  la technique du Western Blot montre une diminution de  l’expression de  la P‐gp uniquement dans le duodénum dans le groupe pré‐traité par le lapatinib par rapport au groupe contrôle. Ainsi,  une  inhibition  de  l’expression  de  la  P‐gp  du  duodénum  pourrait  expliquer  une diminution  de  l’activité  de  cette  pompe  d’efflux  préférentiellement  sur  cette  région anatomique.  Une étude in vitro publié en octobre 2008, peu avant la publication de notre premier article, montre que le lapatinib peut directement inhiber la fonction de la P‐gp en se liant au site  de  liaison  ATP  afin  de  stimuler  l’activité  ATPase  pour  son  propre  transport  [54]. Cependant, l’augmentation de l’AUC de l’evérolimus après un prétraitement par le lapatinib vue dans notre étude ne peut pas expliquer une compétition des deux médicaments sur la P‐gp, puisque la dernière dose de lapatinib a été administrée 16 h avant l’administration de l’evérolimus. Par conséquent, il est concevable que le lapatinib diminue l’expression de la P‐gp,  résultat  objectivé  par  notre  analyse  Western  Blot,  et,  donc  augmente  l’AUC  de l’evérolimus.   A  la  suite  de  nos  résultats  pharmacologiques,  nous  avons  voulu  étudié  l’effet pharmacodynamique d’un pré‐traitement par  le  lapatinib sur  l’activité anti‐tumorale et  la tolérance de l’evérolimus sur un modèle de xénogreffe de cancer colorectal avec mutation KRAS donc  insensible au  cétuximab et  également  résistante à  l’oxaliplatine  chez  la  souris nude immunodéficiente.  Dans notre étude,  l’évaluation de  la  toxicité des médicaments après 4  semaines de traitement montre qu’il n’y a pas de différence de perte de poids entre les groupes traités et le groupe contrôle. De plus, seule une toxicité hématologique modérée des traitements a été observée. 
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Dans  une  étude  publiée  en  2008  chez  des  souris  porteuses  d’une  xénogreffe  de cancer du sein HER+, une diminution significative de la taille des tumeurs est observée chez le groupe ayant reçu l’association lapatinib et topotécan (substrat de la P‐gp) par rapport au groupe ayant reçu du topotécan seul. Cependant, les souris ayant reçu à la fois du lapatinib à 100 mg/kg et du topotécan à 10 mg/kg sont mortes lors des deux premières semaines de traitement.  Dans  cette  étude,  des  pertes  de  poids  importantes  sont  également  observées lors de l’association de ces deux médicaments à des posologies plus faibles [32]. Un schéma séquentiel tel qu’il a été proposé dans notre étude entraîne une toxicité modérée des traitements.  Après  quatre  semaines  de  traitement,  une  diminution  significative  de  la  taille  des tumeurs des groupes traités par le lapatinib, ou l’evérolimus seul, est observée par rapport au  groupe  contrôle.  Ce  résultat  est  important  car  il  montre  que  des  chimiothérapies données par voie orale telles que le lapatinib, inhibiteur de tyrosine kinase EGFR et HER2, et  l’evérolimus,  inhibiteur de mTOR,  sont  actives  sur une  tumeur  colorectale  résistante  à des chimiothérapies standard telles que l’oxaliplatine, et, KRAS mutée soit résistante par un traitement par le cétuximab.   Les souris ayant reçu de  l’evérolimus après pré‐traitement par  le  lapatinib sont  les premières à présenter une diminution significative de la taille de leur tumeur par rapport au  groupe  témoin. Bien que nous n’observions pas par  la  suite de différence  significative entre  les  groupes  traités,  ces  souris  présentent  à  chaque  jour  de  mesure,  les  volumes tumoraux les plus faibles. Il aurait été intéressant de continuer les traitements à plus long terme pour observer la dynamique de la réduction de la masse tumorale et de mesurer une éventuelle prolongation de  la  survie dans  le  groupe  traité par  les deux médicaments. Par ailleurs, l’analyse Western Blot montre que l’expression de la P‐gp tumorale n’est modifiée ni  par  un  traitement  par  l’evérolimus,  ni  par  un  traitement  par  le  lapatinib,  après  4 semaines  de  traitement.  Ainsi,  une  étude  d’efficacité  à  plus  long  terme  associée  à  des dosages  intra‐tumoraux  des  médicaments  avec  une  analyse  de  l’expression  de  la  P‐gp tumorale en parallèle serait intéressante. 
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Deuxième travail: Etude de l’influence du cétuximab sur 
la  P‐gp  in  vitro  et  in  vivo :  conséquence  sur  la 
pharmacocinétique de l’irinotécan  
I. Objectif de l’étude    Le  deuxième  travail  de  cette  thèse  a  eu  pour  objectif  d’étudier  le  mécanisme  de réversion clinique de la résistance à l’irinotécan par l’utilisation d’un anticorps monoclonal, le cétuximab.   Le  cétuximab,  prescrit  en  association  avec  l’irinotécan,  a  une  efficacité  clinique supérieure  à  celle  du  cétuximab  utilisé  en monothérapie,  chez  des  patients  atteints  d’un cancer  colorectal métastatique  initialement  réfractaires  à  une  première  chimiothérapie  à base d’irinotécan. Ce mécanisme de réversion clinique est actuellement inexpliqué.   L’hypothèse  est  que  le  cétuximab  pourrait  diminuer  l’efflux  de  l’irinotécan  en inhibant l’expression ou la fonctionnalité de la P‐gp.    La première partie de ce travail, axée sur l’étude de l’influence du cétuximab sur la P‐gp in vitro, a cherché à évaluer l’effet du cétuximab sur la fonctionnalité et la transcription de  la  P‐gp.  Deux  lignées  cellulaires  surexprimant  la  P‐gp  ont  été  utilisées:  la  première, IGROV1‐DXR,  surexpriment  la  P‐gp  après  exposition  continue  à  la  doxorubicine,  et,  la deuxième, HEK P‐gp, stablement transfectée par la P‐gp.    La deuxième partie de ce travail a eu pour objectif d’évaluer  l’effet d’un traitement par  le  cétuximab  sur  la  pharmacocinétique  plasmatique  et  tumorale  de  l’irinotécan  et  de son métabolite actif,  le SN‐38 chez  la souris. Les pharmacocinétiques de  l’irinotécan et du SN‐38  ont  été  effectuées  dans  le  plasma  chez  la  souris  saine,  puis  dans  le  plasma  et  la tumeur chez  la souris porteuse d’une xénogreffe colorectale. Puisque  la P‐gp est présente dans  l’épithélium  intestinal  et  les  canalicules biliaires, une modification de  l’activité de  la protéine  peut  entraîner  une  modification  de  l’absorption  et  de  l’élimination  des médicaments qui en sont substrats. Par conséquent, l’irinotécan a été utilisé par voie orale dans nos travaux.  
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II. Effet in vitro du cétuximab sur la P‐gp  
 
  1. Méthodologie    1.1. Modèles cellulaires    Quatre lignées ont été utilisées: les cellules IGROV1‐DXR, IGROV1‐PAR, HEK P‐gp et HEK Mock.   Les  cellules  IGROV1‐PAR,  sensibles  à  la  doxorubicine,  proviennent  d’un  cancer ovarien humain de stade III [95]. La lignée IGROV1‐DXR, doxo‐résistante, surexprime la P‐gp car elle a été dérivée de la lignée parentale par une exposition continue à la doxorubicine à des concentrations croissantes allant jusqu’à 0,1 µg/ml [95].   Les cellules HEK P‐gp et Mock proviennent du tissu du rein embryonnaire humain. Les  cellules HEK P‐gp ont été  stablement  transfectées au  laboratoire par  le gène mdr qui leur confère une résistance à la doxorubicine. Après transfection, les cellules HEK P‐gp ont été sélectionnées et maintenues dans un milieu contenant de l’hygromycine B à 50 µg/ml. Les cellules HEK Mock, sensibles à la doxorubicine, ont été stablement transfectées par un vecteur vide et maintenues dans un milieu contenant de l’hygromycine B à 50 µg/ml.   
IGROV1‐PAR 
• Issues d’un carcinome ovarien humain 
•  Sensibles à la doxorubicine  
•  Expriment faiblement la P‐gp 
HEK Mock 
• Issues du tissu du rein embryonnaire humain 
•  Sensibles à la doxorubicine  
•  N’expriment pas la P‐gp  
IGROV1‐DXR 
• Dérivent de la lignée parentale 
• Résistantes à la doxorubicine 
• Surexpriment la P‐gp après exposition à long terme à la doxorubicine 
HEK P‐gp 
• Issues du tissu du rein embryonnaire humain 
•  Résistantes à la doxorubicine 
• Surexpriment la P‐gp par transfection du gène mdr 
Tableau 2 : Lignées cellulaires utilisées dans nos travaux 
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  Nous  remercions  le  Dr.  Jean  Bénard  du  département  de  Biologie  et  de  Pathologie Médicales de l’Institut de Cancérologie Gustave Roussy de nous avoir fourni les deux lignées IGROV1‐PAR et IGROV1‐DXR.    1.2. Médicaments  Le  cétuximab  (Erbitux®) a  été obtenu chez Merck Serono  (Lyon, France),  la doxorubicine chez  Teva  (La  Défense,  France),  la  vinblastine  (Velbé®)  chez  Lilly  (Suresnes,  France),  le vérapamil chez Abbott (Paris, France).       1.3. Choix des doses de cétuximab  Selon  la  FDA,  les  doses  utilisées  de  cétuximab  in  vitro  dans  diverses  études  permettant d’atteindre  les  concentrations  à  l’équilibre  vont  de  168  à  235  µg/ml  soit  1,09  à  1,53  µM [97].  Des  concentrations  de  cétuximab  allant  jusqu’à  500 mg/ml  (3,25  µM)  ont  déjà  été utilisées in vitro [98]. Des tests MTT (bromure de 3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyl tetrazolium)  (Sigma‐Aldrich Chemical  Co,  Saint‐Quentin,  France)  ont  été  effectués  afin de vérifier si les concentrations utilisées de cétuximab étaient toxiques pour les cellules [96]. 
 
1.4. Comparaison du taux d’expression de la P‐gp et de l’EGFR dans les lignées IGROV1‐
PAR, IGROV1‐DXR, HEK Mock et HEK P‐gp      Le but de cette expérience est de quantifier l’expression de la P‐gp et de l’EGFR à la surface des  cellules  IGROV1‐PAR,  IGROV1‐DXR, HEK Mock et HEK P‐gp. Le principe de  la méthode est d’utiliser un anticorps spécifique à la P‐gp ou à l’EGFR couplé à une molécule fluorescente,  la  phycoérythrine  (PE).  La  fluorescence mesurée  par  cytomètre  de  flux  est proportionnelle à la quantité de P‐gp ou d’EGFR exprimés à la surface des cellules. 
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3 jours avant l’expérience, chaque flasque T25 a été ensemencée à la densité de 5 x 10^5  cellules.  Une  fois  décollées  à  l’aide  d’une  solution  de  versène,  les  cellules  ont  été réparties dans des tubes de 1,5 ml. Après lavage et centrifugation, le surnageant est retiré puis le culot est remis en suspension dans 1 ml de PBS 1X. Après comptage, les cellules sont incubées pendant 45 min à 37 °C avec un anticorps spécifique couplé à la PE soit anti‐P‐gp (appelé  aussi UIC2,  IgG 2a murin  chez Abcam®, volume utilisé 5 µl qsp 100 µl PBS + 2% SVF) soit anti‐EGFR (IgG 2b murin chez Pharmingen®, volume utilisé 20 µl qsp 100 µl PBS + 2% SVF). Des  contrôles négatifs ont également été effectués en  incubant  les  cellules avec des IgG non spécifiques couplées à la PE (IgG murin chez Pharmingen®, volume utilisé 20 µl qsp 100 µl PBS + 2% SVF) afin de  révéler d’éventuelles  fluorescences dues à des  liaisons aspécifiques. Deux lavages ont ensuite été effectués avec du PBS froid. Les échantillons ont été analysés par cytométrie de flux (longueur d’onde d’émission réglée à 580 nm). Chaque résultat  présenté  correspond  à  la  valeur  de  l’intensité  moyenne  de  fluorescence  (MFI) obtenue  après  incubation  avec  l’anticorps  spécifique.  Chaque  MFI  est  corrigée  en soustrayant sa valeur à la moyenne des MFI obtenues après incubation avec l’anticorps non spécifique. L’expérience a été répétée  trois  fois pour chaque condition. Les moyennes des MFI  ont  été  comparées  entre  les  4  lignées  cellulaires  par  un  test Mann Whitney  avec  un seuil de significativité p = 0,05.  
  1.5. Etude de la fonctionnalité de la P‐gp : mesure de l’accumulation de la doxorubicine 
intracellulaire    Afin  d’évaluer  l’influence  du  cétuximab  sur  la  fonctionnalité  de  la  P‐gp  et  donc,  la conséquence sur l’accumulation intracellulaire des médicaments substrats, la doxorubicine a  été  utilisée  comme  substrat  de  référence  de  la  P‐gp  car  son  dosage  est  possible  par mesure de sa fluorescence en cytométrie de flux. Ainsi, une augmentation de l’accumulation de la doxorubicine indique donc que le cétuximab a freiné son efflux par la P‐gp. A l’inverse, une  diminution  de  l’accumulation  de  la  doxorubicine  indique  que  le  cétuximab  favorise l’efflux de la doxorubicine par la P‐gp.  
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  Selon le protocole d’incubation, il est possible de déterminer le type d’inhibition du cétuximab sur la P‐gp. Nous avons établi dans cette étude deux types de protocole :   ‐ incubation  à  court  terme :  les  cellules  sont  incubées  pendant  2  h  avec  le médicament testé, soit le cétuximab, à différentes concentrations (300 nM, 1 ou 3 µM) en même  temps  qu’un  substrat  de  la  P‐gp,  soit  la  doxorubicine  à  10  µM dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contenant 5% de SVF (sérum  de  veau  fœtal)  à  37°C  à  J4.  Grâce  à  ce  protocole,  nous  avons  pu déterminer si le cétuximab peut exercer une inhibition sur la fonctionnalité de 
la P‐gp. ‐ incubation à long terme : les cellules sont traitées pendant 24, 48 ou 72 h avec le médicament  testé,  le  cétuximab,  à  différentes  concentrations  (300  nM,  1  ou  3 µM) dans un milieu DMEM contenant 10% de SVF puis sont incubées à J4 avec de la doxorubicine seule à 10 µM pendant 2 h dans un milieu DMEM contenant 5% de  SVF  à  37°C.  Ce  protocole  doit  permettre  de  déterminer  si  le  cétuximab 
influence  l’activité  de  la  P‐gp  via  une  modulation  de  la  synthèse  de  la 
protéine ou de son ARNm.       Après incubation avec de la doxorubicine, les flasques sont lavées deux fois avec du tampon PBS 1x (1x phosphate‐buffered saline) puis les cellules sont dissociées avec 1 ml de tampon  0,05%  de  Trypsin‐EDTA.  Les  cellules  sont  re‐suspendues  dans  3  ml  de  milieu DMEM  contenant  10% de  SVF  puis  centrifugées  à  1000  rpm pendant  5 min  à  4°C.  Trois lavages sont ensuite effectués pour éliminer le reste de doxorubicine extracellulaire (retrait du surnageant, lavage de cellules avec 1 ml de PBS puis centrifugation à 1000 rpm pendant 5 min  à  4°C),  la  fluorescence  de  la  doxorubicine  intracellulaire  est  ensuite  mesurée  par cytométrie de flux.     Le  vérapamil,  inhibiteur  spécifique  de  la  P‐gp,  est  utilisé  comme  témoin  d’une inhibition de la P‐gp, à 10 µM.     
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  L’intensité moyenne de la fluorescence (MFI) de la doxorubicine est relevée à chaque dosage intracellulaire. Chaque résultat est rendu sous forme de ratio (R) selon la formule: R = 100 x (MFI x – MFI control) / MFI (control) « x » correspondant à un type cellulaire traité selon une condition particulière. « control » étant le contrôle utilisé qui peut être différent selon le résultat recherché. Chaque expérience est répétée trois fois. Des tests de Mann et Whitney ont été effectués sur les moyennes  des MFI  de  chaque  condition  de  chaque  lignée  par  rapport  à  leur  contrôle respectif avec un seuil de significativité p = 0,05.  
  1.6.  Mesure  de  l’effet  du  cétuximab  sur  l’ARN  de  la  P‐gp  par  RT‐PCR  (reverse 
transcription‐real time polymerase chain reaction)    Des études de RT‐PCR en présence ou en absence du cétuximab ont été effectuées sur  des  cellules  HEK  P‐gp  et  IGROV1‐DXR  afin  d’évaluer  l’effet  du  cétuximab  sur  la transcription de la P‐gp. Chaque flasque T25 a été ensemencée avec 1 x 10^6 cellules à J1. Les cellules ont été incubées pendant 24 h dans du milieu DMEM contenant 10% de SVF et du cétuximab (à 300 nM  et  3  µM pour  les  cellules HEK P‐gp  et  3  µM pour  les  cellules  IGROV1‐DXR).  A  J4,  les cellules ont été lavées avec du tampon PBS 1x. Le tapis cellulaire a ensuite été raclé avec 1 ml de tampon PBS contenant des inhibiteurs de protéase (1 µg/ml d’aprotinine, 1 µg/ml de leupeptine, 1 µg/ml de pepstatine et 1mM de PMSF). Les  lysats ont ensuite été transférés dans  des  tubes  propres.  L’ARN  total  a  ensuite  été  extrait  à  l’aide  du  kit  commercial RNeasy®  Plus  Mini  Kit  (Quiagen,  France).  Après  extraction,  l’intégrité  de  l’ARN  a  été vérifiée  par  électrophorèse  sur  gel  d’agarose  en  présence  de  bromure  d’éthidium  puis l’extrait d’ARN a été quantifié par spectroscopie d’absorbance UV à une longueur d’onde de 260 nM. Sur 2 µg de chaque extrait d’ARN a été effectué une transcription inverse à l’aide du kit Superscript II RNA reverse transcriptase (Invitrogen, Courtaboeuf, France) utilisant des amorces oligo‐dT pour donner de l’ADNc. Pour l’amplication de l’ADNc par PCR, 4 µl d’une dilution de 1:50 de chaque produit de la reverse transcriptase ont été mixés avec 6 µl d’une solution  contenant  0,5  µM  des  amorces  oligonucléotidiques  du  gène  ABCB1 
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(NM_000927.3):  sens  5’‐TGGCAAAGAAATAAAGCGAC‐3’  et  anti‐sens 5’GCATGTATGTTGGCCTCCTT‐3’ et du marqueur fluorescent PCR SSO Evagreen 1 x (Biorad, Marnes‐la‐coquette,  France).  L’analyse  PCR  en  temps  réel  a  été  faite  à  l’aide  du thermocycler  CFX96  (Biorad)  selon  les  étapes  suivantes:  dénaturation  initiale  (95°C pendant  30  s)  suivie  de  44  cycles  de  dénaturation  (95°C  pendant  2s),  hybridation‐élongation (60°C pendant 5 s). Les résultats ont été normalisés avec le taux de transcription de 3 gènes « house keeper »  (GAPDH, TBP and PBOH1). Les expériences ont  été  répétées trois  fois.  Des  tests  de  Student  ont  été  effectués  pour  chaque  condition  avec  un  seuil  de significativité p = 0,05. 
 
1.7. Test d’affinité de UIC2: mise en évidence de l’interaction du cétuximab avec la P‐gp 
dans les lignées IGROV1‐DXR et HEK P‐gp      Le but de cette expérience est de mettre en évidence l’interaction du cétuximab avec la P‐gp dans les cellules HEK‐P‐gp et IGROV1‐DXR à l’aide d’un anticorps spécifique à la P‐gp  couplé  à  la  phycoérythrine  (l’UIC2).  L’affinité  de  l’UIC2  avec  la  P‐gp  est  augmentée lorsque  la  P‐gp  est  activée  par  des  substrats  ou  modulateurs  de  la  P‐gp  tels  que  la vinblastine  [99‐101].  L’interaction de  ces  substrats  ou modulateurs  avec  la  P‐gp  entraîne une augmentation de la fluorescence mesurée par cytomètre de flux. A J‐3, chaque flasque T25 a été ensemencée à la densité de 5 x 10^5 cellules. Après transfert des cellules dans des tubes,  lavages, centrifugation et comptage,  les cellules sont incubées pendant 10 min à 37 °C avec 10 µl de vinblastine 25 µM ou 10 µl de cétuximab à 1 ou  3  µM  qsp  95  µl  +  2%  de  SVF.    Ensuite,  5  µl  d’anticorps  spécifique  anti‐P‐gp :  l’UIC2 (Abcam®) est ajouté au milieu d’incubation. Des contrôles ont été effectués en incubant les cellules  soit  avec  de  l’UIC2  seul  soit  avec  des  IgG  aspécifiques  couplées  à  la  PE  (contrôlé négatif). Deux lavages ont ensuite été effectués avec du PBS froid. Les mesures des MFI ont été effectuées par cytométrie de flux (longueur d’onde d’émission réglée à 580 nm). Chaque MFI est corrigée en soustrayant sa valeur à la moyenne des MFI obtenues après incubation avec l’anticorps non spécifique.  
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La vinblastine est un contrôle positif [99‐101]. L’expérience a été répétée trois  fois pour chaque condition. Les moyennes des MFI ont été comparées par un test Mann Whitney avec un seuil de significativité p = 0,05.  
  2. Résultats 
   
  2.1. Comparaison de l’expression de la P‐gp et de l’EGFR à la surface des cellules IGROV1‐
PAR, IGROV1‐DXR, HEK Mock et HEK P‐gp    La mesure de la fluorescence de la phycoérythrine liée à un anticorps spécifique anti‐P‐gp (UIC2) confirme que l’expression de la P‐gp est significativement plus importante dans les cellules  IGROV1‐DXR et HEK P‐gp par  rapport aux cellules  IGROV1‐PAR et HEK Mock. (Figure 13).   
   
Figure  13 :  Mesure  de  l’expression  de  la  P‐gp  dans  les  cellules  IGROV1‐PAR,  IGROV1‐DXR, 
HEK Mock et HEK P‐gp (* p<0,05; ** p<0,01) 
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  La mesure de la fluorescence de la phycoérythrine liée à un anticorps spécifique anti‐EGFR  montre  que  l’expression  de  l’EGFR  est  significativement  plus  importante  dans  les lignées IGROV1 par rapport aux lignées HEK. De plus, le taux d’EGFR est supérieur dans les cellules  HEK  P‐gp  par  rapport  aux  cellules  HEK Mock  et  similaire  entre  les  deux  lignées IGROV1 (Figure 14). 
 
 
Figure 14 : Mesure de l’expression de l’EGFR dans les cellules IGROV1‐PAR, IGROV1‐DXR, HEK 
Mock et HEK P‐gp (* p<0,05; ** p<0,01) 
 
  2.2. Accumulation de la doxorubicine après un traitement par le cétuximab à court terme      Après  deux  heures  d’incubation  avec  de  la  doxorubicine  10  µM  dans  les  quatre lignées  cellulaires,  l’accumulation  de  la  doxorubicine  intracellulaire  est  significativement supérieure dans les cellules IGROV1‐PAR (exprimant faiblement la P‐gp) et dans les cellules HEK Mock  (n’exprimant  pas  la  P‐gp)  par  rapport  aux  cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp 
(Figure 15).      
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Figure  15:  Augmentation  de  l’accumulation  intracellulaire  de  la  doxorubicine  dans  les 
cellules  sensibles  à  la  doxorubicine  (IGROV1‐PAR  et  HEK  Mock)  comparées  aux  cellules 
résistantes à la doxorubicine (IGROV1‐DXR et HEK P‐gp) (* p<0,05; ** p<0,01) 
  En  conclusion,  la  doxorubicine  s’accumule  dans  les  cellules  sensibles  à  la doxorubicine  (qui  expriment  peu  ou  pas  la  P‐gp)  validant  ainsi  notre  test.  De  plus,  on observe que  la P‐gp  est  plus  fonctionnelle dans  les  IGROV1‐DXR par  rapport  aux  cellules HEK P‐gp.    Nous  avons  ensuite  traité  les  cellules  IGROV1‐PAR  (exprimant  peu  la  P‐gp)  par  le cétuximab.  Aucune  accumulation  de  la  doxorubicine  n’est  observée  dans  les  cellules IGROV1‐PAR traitées par de la doxorubicine 10 µM et du cétuximab 3 µM par rapport aux cellules IGROV1‐PAR traitées par de la doxorubicine seule (‐4 ± 9 %, p = 0,41).   En conclusion, le cétuximab n’augmente donc pas l’accumulation intracellulaire de la doxorubicine dans les cellules qui expriment peu la P‐gp.  
  Nous avons ensuite  traité  les cellules  IGROV1‐DXR et HEK P‐gp par  le cétuximab à trois  concentrations  différentes  (300  nM,  1  et  3  µM).  L’accumulation  significative  de doxorubicine a été observée après co‐incubation des cellules IGROV1‐DXR et HEK P‐gp avec 
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du cétuximab à 3 µM et de la doxorubicine à 10 µM par rapport à leurs contrôles respectifs: cellules IGROV1‐DXR et HEK P‐gp traitées par la doxorubicine 10 µM seule (Figure 16). 
  
   
MFI doxorubicine 
 (percent of control) 
Ratio 
 accumulation 
(%) 
doxo 10 µM (control) 
IGROV1‐DXR  100  ± 18,32    
HEK‐P‐gp  100  ± 26,49    
doxo 10 µM + cetux 300 nM   IGROV1‐DXR  106,22 ± 19,33  6 ± 4 
   HEK‐P‐gp  142,03 ± 23,64  84 ± 98 
doxo 10 µM + cetux 1 µM  IGROV1‐DXR  118,66 ± 3,77  19 ± 2 
   HEK‐P‐gp  198,74 ± 39,89  148 ± 104 
doxo 10 µM + cetux 3 µM  IGROV1‐DXR  143,14 ± 8,66  45 ± 19 
   HEK‐P‐gp  263,95 ± 24,82  238 ± 159 
doxo 10 µM + vérapamil 10 µM  IGROV1‐DXR  394,69 ± 47,46  298 ± 34 
   HEK‐P‐gp  269,83 ± 81,43  223 ± 93 
Figure 16: Augmentation de l’accumulation de la doxorubicine dans les cellules IGROV1‐DXR 
et HEK P‐gp co‐traitées par le cétuximab à 1 et 3 µM et la doxorubicine 10 µM comparées aux 
cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp  traitées  par  la  doxorubicine  10  µM  seule  (*  p<0,05;  ** 
p<0,01)    En  conclusion,  le  cétuximab  provoque  une  accumulation  intracellulaire  de doxorubicine dans les cellules surexprimant la P‐gp. De plus, chez les cellules HEK P‐gp le cétuximab  entraîne  à  la  concentration  de  3  µM  une  accumulation  intracellulaire  de  la 
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doxorubicine semblable à l’action du vérapamil à 10 µM qui est un inhibiteur spécifique de la P‐gp.  
  2.3. Accumulation de la doxorubicine après un prétraitement par le cétuximab à long 
terme    Nous  avons  traité  les  cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK‐P‐gp  par  le  cétuximab  selon  le protocole à long terme.     Aucune  accumulation  intracellulaire  de  la  doxorubicine  n’a  été  observée  dans  les cellules IGROV1‐DXR et HEK P‐gp après 24, 48 et 72 h d’incubation avec du cétuximab 3 µM suivie de 2 h d’incubation avec de la doxorubicine 10 µM comparées aux cellules IGROV1‐DXR et HEK P‐gp traitées par de la doxorubicine 10 µM seule (Figure 17a et 17b).    En  conclusion,  un  traitement  prolongé  par  le  cétuximab  n’entraîne  pas d’augmentation de  l’accumulation  intracellulaire de  la  doxorubicine dans  les  cellules  sur‐exprimant la P‐gp.    D’une façon surprenante, de légères diminutions de la doxorubicine sont observées après  24,  48  et  72h d’incubation  avec  du  cétuximab  à  300 nM et  après  72h d’incubation avec du cétuximab 1 µM chez les cellules HEK P‐gp (Figure 17b).       
  
DEUXIEME TRAVAIL : cétuximab et irinotécan Etudes in vitro      
89 
  
 
MFI doxorubicine 
 (percent of control) 
Ratio 
 accumulation 
(%) 
doxo 10 µM (control)  100 ± 30,47    
H24‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  97,12 ± 31,78  ‐3 ± 3 
H48‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  100,18 ± 35,12  0,1 ± 11 
H72‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  107,94 ± 37,01  7 ± 4 
vérapamil 10 µM + doxo 10 µM  355,92 ± 156,08  244 ± 73 
 
Figure 17a : Absence d’accumulation de la doxorubicine dans les cellules IGROV1‐DXR après 
24, 48 et 72 h d’incubation avec du cétuximab à 3 µM suivie de 2 h d’incubation avec de  la 
doxorubicine 10 µM à J4 (* p<0,05; ** p<0,01)   
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Figure 17b : Légère induction de la P‐gp dans les cellules HEK P‐gp après 24 h d’incubation 
avec le cétuximab à 300 nM, 1 et 3 µM suivie de 2 h d’incubation avec la doxorubicin 10 µM à 
J4 (* p<0,05; ** p<0,01) 
 
MFI doxorubicine  
 (percent of 
control) 
Ratio 
 accumulation 
(%) 
doxo 10 µM (control)  100 ± 4,2   
H24‐cetux 300 nM + doxo 10 µM  85,9 ± 6,4  ‐14 ± 3 
H48‐cetux 300 nM + doxo 10 µM  85 ± 2,9  ‐15 ± 1 
H72‐cetux 300 nM + doxo 10 µM  83,8 ± 4,0  ‐16 ± 6 
H24‐cetux 1 µM + doxo 10 µM  94,2 ± 4,3  ‐3 ± 4 
H48‐cetux 1 µM + doxo 10 µM  92,6 ± 7,4  ‐7 ± 10 
H72‐cetux 1 µM + doxo 10 µM  87,3 ± 1,2  ‐13 ± 4 
H24‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  93,6 ± 3,4  ‐6 ± 2 
H48‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  105,2 ± 1,1  5 ± 4 
H72‐cetux 3 µM + doxo 10 µM  101 ± 7,5  1 ± 7 
verapamil 10 µM + doxo 10 µM  238,57 ± 10,04  139 ± 20 NB: Les trois concentrations de cétuximab (300 nM, 1 et 3 µM) ont été testées chez les HEK P‐gp où une accumulation plus importante de doxorubicine était observée dans le protocole d’incubation à court terme. 
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  2.4. Effet du cétuximab sur l’ARN de la P‐gp   Aucune  variation  significative  du  taux  d’ARN  de  la  P‐gp  n’a  été  observée  après traitement par le cétuximab à 3 µM dans les cellules IGROV1‐DXR (Figure 18a). 
 
Figure 18a: Absence d’effet du cétuximab sur l’ARN de la P‐gp dans les cellules IGROV1‐DXR 
après 24 h d’incubation avec du cétuximab à 3 µM   Aucune  variation  significative  du  taux  d’ARN  de  la  P‐gp  n’a  été  observée  après traitement par le cétuximab à 300 nM et 3 µM dans les cellules HEK P‐gp (Figure 18b). 
 
Figure  18b:  Absence  d’effet  du  cétuximab  sur  l’ARN  de  la  P‐gp  dans  les  cellules  HEK  P‐gp 
après 24 h d’incubation avec du cétuximab à 300 nM et 3 µM 
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  2.5. Test d’affinité de l’UIC2     La vinblastine et  le cétuximab augmentent significativement  l’affinité de  l’UIC2 à  la P‐gp  dans  les  cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp  ce  qui  indique  qu’ils  interagissent directement avec la P‐gp.  
 
Figure 19: Effet du cétuximab sut l’affinité de l’UIC2 à la P‐gp (* p<0,05; ** p<0,01)    
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  III.  Effet  du  cétuximab  sur  la  pharmacocinétique 
plasmatique de l’irinotécan chez la souris nude saine 
 
Article  3 :  Cetuximab  pretreatment  with  oral  irinotecan 
prolongs its remaining plasma concentration in mice.   C Chua,b, C Abbaraa, M Polrotc, P Goninc, R Farinottib, L Bonhomme‐Faivrea,b   
aLaboratory  of  Pharmacology,  Service  Pharmacie,  Hôpital  Paul  Brousse  AP‐HP,  14  avenue  Paul  Vaillant‐Couturier, 94800 Villejuif, France ; 
bUPRES  EA  4123  Faculty  of  Pharmaceutical  Sciences,  Université  Paris  Sud  XI,  5,  rue  Jean‐Baptiste  Clément 92296 Châtenay‐Malabry cedex, France ; 
cAnimal  and  Veterinary  Resources,  IFR  54,  Institut  Gustave  Roussy,  39,  rue  Camille  Desmoulins,  94800 Villejuif, France.    Correspondance Dr. Céline Chu  Laboratory of Pharmacology Department Pharmacy  Paul Brousse Hospital –APHP 14 avenue Paul Vaillant Couturier 94800 Villejuif France Phone +33‐1‐45‐59‐65‐68 Fax +33‐1‐45‐59‐37‐16 Email celinechu82@yahoo.fr        
Conflicts of interests: none      
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Abstract  Aims:  Cetuximab,  a  monoclonal  antibody  directed  towards  epidermal  growth  factor receptor, is associated to irinotecan in patients treated for metastatic colorectal cancer who did  not  respond  to  irinotecan‐based  therapy.  The  mechanism  of  this  successful  clinical reversion remains unknown. In a previous study, we showed that cetuximab could inhibit P‐glycoprotein (P‐gp) in vitro, an efflux protein of the ATP‐binding cassette family and as a consequence could lead to an increase of intracellular concentration. In most  of  the  studies,  irinotecan  is  given  intravenous.  P‐gp  is  present  in  both  intestinal epithelial  membrane  and  biliary  canalicular.  Since  irinotecan  is  P‐gp  substrate,  we evaluated here the cetuximab effect on pharmacokinetics of irinotecan given orally. Main methods: Pharmacokinetics of irinotecan (40 mg/kg) and of its active metabolite SN‐38 were measured after irinotecan oral administration in mice either alone or after 2 days of pretreatment with cetuximab (90 mg/kg).  Key findings: No difference of irinotecan and SN‐38 AUCs were observed between the two groups. It was observed that the remaining plasmatic concentration of irinotecan and SN‐38 could be measured until  8 h  in mice pretreated by  ceuximab and until  4 h  in mice  given irinotecan alone. Significance:  Pretreatment with  cetuximab did not modify  irinotecan oral  bioavaibility  as measured  on  the  AUC,  but  it  increased  irinotecan  and  SN‐38  remaining  plasmatic concentrations.  This  could  partly  explain  why  cetuximab  could  reverse  irinotecan resistance by delaying its elimination by inhibition of efflux transporters as P‐gp.   Key words: cetuximab; irinotecan; SN‐38; pharmacokinetics; mice; efflux transporters.        
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1. Introduction    Over the past decade, the response rate and overall survival of patients treated for a metastatic  colorectal  cancer  were  significantly  increased  due  to  the  development  of targeted  therapies  such  as  monoclonal  antibodies  directed  against  growth  factors  VEGF (vascular  endothelial  growth  factor)  and  EGF  (epidermal  growth  factor).  Cetuximab (Erbitux®)  is  an  IgG1  chimeric  monoclonal  antibody  directed  against  EGFR.  Signalling pathways  of  EGFR  are  involved  in  controlling  cell  survival,  the  cell  cycle  progression, angiogenesis, migration and cell invasion, and metastatic potential of cells. Cetuximab binds to EGFR with an affinity that is approximately 5 to 10 times higher than that of endogenous ligands.  Cetuximab  is  given  to  patients  treated  for  metastatic  colorectal  cancer  in combination  with  irinotecan  (Campto®)  when  irinotecan‐based  therapy  has  failed 
(Cunningham et al. 2004; Prewett et al. 2002). However, the mechanism of this successful clinical reversion remains unknown.     Irinotecan,  a  topoisomerase  I  inhibitor,  is  widely  used  in  first‐  and  second‐line  of treatment of advanced colorectal cancer.  Irinotecan is converted into its active metabolite SN‐38, which is approximately 100 to 1.000‐fold more cytotoxic than the parent drug (Xu et al. 2002a).   Irinotecan  and  SN‐38  undergo  an  extensive  metabolism  by  various  polymorphic enzymes leading to very complicated pharmacokinetics and thus, have been the subject of intensive  investigation  in  recent  years  (Smith  et  al.  2006;  Van  der  Bol  et  al.  2011a,b). Irinotecan is metabolized into SN‐38 by carboxylesterases type 1 and 2. Competing with the formation of SN‐38 is the oxidation of irinotecan into the inactive metabolites APC (7‐ethyl‐10‐[4‐N‐(5‐aminopentanoic  acid)‐1‐piperidino]‐carbonyloxycampthotecin)  and  NPC  (7‐ethyl‐10‐(4‐amino‐1‐piperidino)‐carbonyloxy‐camptothecin)  by  CYP3A4  and  CYP3A5, which  can be partially  further  converted  into  SN‐38.  SN‐38  is  further  conjugated by UGT (UDP‐glucuronosyltransferase)  isoforms  to  form  an  inactive  β‐glucuronic  acid  conjugate, SN‐38G to be eliminated by biliary and renal excretion. It is thought that liver is primarily responsible for activation of irinotecan to SN‐38. However, in the intestines SN‐38G can be 
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transformed  back  into  SN‐38  by  bacterial  β‐glucuronidase  (Van  der  Bol  et  al.  2011a). β‐glucuronidase and carboxylesterase activities were also observed in normal colorectal and tumour tissue in in vivo studies, which could contribute to its activation (Xu et al. 2002b). Elimination  of  irinotecan  is  also  dependent  on  drug‐transporting  proteins  from  the ATP‐binding  cassette  drug‐transporters  family,  notably  P‐glycoprotein  (P‐gp),  multi‐drug resistance‐associated  protein  gene  (MRP)  and  Breast  Cancer  Resistance  protein  (BCRP) 
(Prewett et al. 2002; Arimori et al. 2003). 
   An  inhibition  of  activity  of  these  drug  transporters  due  to  interaction  with  other drugs  could  increase  irinotecan  and  SN‐38  plasma  concentration  due  to  an  alteration  of their efflux and thus modify their anticancer activities and toxicities (Bansal et al. 2009). In a previous study, we showed that cetuximab could  inhibit P‐gp  in vitro and thus  increase doxorubicin (P‐gp substrate) intracellular accumulation (Chu et al. 2012). Considering as an interesting  hypothesis  to  explain  resistance  reversion  of  irinotecan  by  cetuximab, comparative pharmacokinetic studies were conducted in mice to evaluate cetuximab effect on irinotecan disposition.    In most of the studies irinotecan is given intravenously (Czejka et al. 2010; Pierga et al.  2010) but  it  has  been  given  orally  in  early  clinical  studies  (Schoemaker  et  al.  2005; Soepenberg  et  al.  2005).  P‐gp  is  present  in  intestinal  epithelial  membrane  and  biliary canalicular.  Thus,  oral  route  is  an  interesting  administration  route  to  evaluate  cetuximab effect on irinotecan as the antibody could inhibit both intestinal and biliary P‐gp.     The objective of tour study was to document cetuximab influence on oral irinotecan bioavaibility in mice.      
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  2. Materials and Methods     2.1. Drugs  Irinotecan (Campto) was obtained from Pfizer (Montrouge, France). Cetuximab (Erbitux) was purchased from Merck Serono (Lyon, France).       2.2. Animals Animal  experiments  were  carried  out  according  to  French  and  European  laws  and regulations. The protocol ethics were institutionally approved. The mice were caged under standard  laboratory  sterile  conditions,  with  sterile  water  and  regular  chow  provided  ad libitum in a 12h/12h‐light/dark cycle at a 21‐23°C temperature. Anesthesia was obtained with 5%  isoflurane  and maintained with 2.5%  isoflurane  in  air.  Female  severe  combined immunodeficiency (SCID) nude mice, 7 week old, weighing 15 to 25g were purchased from Animal and Veterinary Resources, IFR54 (Villejuif, France).     2.3. Irinotecan and SN‐38 Pharmacokinetic Studies Mice  were  randomized  into  two  groups.  The  first  group  called  CPT‐11alone  group  orally received  irinotecan  at  40  mg/kg.  The  second  group  called  CPT‐11cetux  group intraperitoneally  received  cetuximab  at  90  mg/kg  on  day  1  and  3  then  orally  received irinotecan at 40 mg/kg on day 4. For  irinotecan  and  SN‐38  assay,  blood  samples  (0.5  ml  on  average)  were  collected  in heparinized tubes at 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8 h after irinotecan administration, three mice per point. Blood samples were centrifuged for 10 min at 5000 rpm. Plasma were harvested into clean tubes and immediately analyzed as described below.    2.4. Irinotecan and SN‐38 quantification in plasma Irinotecan and SN‐38 plasma concentrations were measured using a revised RP‐HPLC with fluorescence detector. Quantification followed solid‐phase extraction. For analysis, 100 µl of plasma was mixed with 200 µl of acetonitril acidified (to 1 ml acetonitril add 50 µl acetic acid).  The  mixture  was  vortexed  for  10  s  and  centrifuged  for  10  min  at  5000  rpm. 
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Supernatant were harvested into clean tubes and then evaporated under a gentle stream of nitrogen at 30°C. The residue was reconstituted in acetonitrile/acetic acid mixture (70/30) acidified with  trifluoroacetic acid  (to 10 ml of mixture add 30 µl  trifluoroacetic acid) and vortexed for 20s. An aliquot of 100 µl was then injected into the chromatographic system. Chromatographic  analysis was accomplished using a Nucleosil C18  column  (4.6  * 125 mm, 3µ)  (Interchim,  Montluçon,  France)  with  a  mobile  phase  delivered  at  a  flow  rate  of  1.2 ml/min. The eluent was monitored at 260 nm. The CPT‐11 and SN‐38 standard curves were correctly described by unweighted least‐ square linear regression. Over the CPT‐11 (or SN‐38) plasma concentration range of 10 to 2500 ng/ml (5 to 1250 ng/ml), the determination coefficient (R2) of the calibration curves remained >0.99. Based on quality control samples, the overall relative S.D. (an index of precision) was less than 12%. The CPT‐11 and SN‐38 lower limit of quantification were 10 and 5 ng/ml. Three CPT‐11 and SN‐38 quality controls were prepared, low (30 and 15 ng/ml), medium (750 and 375 ng/ml), and high (2000 and 1000 ng/ml).     2.5. Data analysis Since each animal provided only one sample of blood, data from animals of the same group were  pooled  using  a  naive  averaging  data  approach  (Burtin  et  al.  1996).  The  non‐compartmental analysis was performed using WinNonlin professional version 5.2 software (Pharsight, Mountain View, CA). Beyond the sampling point at 4 hr in the CPT‐11alone group, irinotecan and SN‐38 plasma concentrations were below the LLOQ values.Thus, only were included  for  the  pharmacokinetic  analysis  in  the CPT‐11alone  group,  sampling  points  from 0.25 h to 4 h. For the pharmacokinetic analysis in the CPT‐11cetux group, all sampling times from 0.25 h to 8 h were included. At 8 h, irinotecan and SN‐38 plasma concentrations were just  above  the  limit  of  quantification.  The mean maximum  concentrations  (Cmax)  and  the times necessary to reach it (Tmax) were evaluated from experimental curves. Irinotecan and SN‐38  elimination  half‐lifes  (t1/2)  were  calculated  from  the  respective  elimination  rate constants (Ke), estimated as the slope of the log‐linear terminal portion of the mean matrix concentration versus  time curve, by  linear regression analysis. The mean areas under  the concentration‐time curves (AUC) were calculated by the trapezoidal method from 0 to the last concentration time point. Irinotecan and SN‐38 remaining concentrations were defined 
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as  the  last  quantifiable  concentrations.  Irinotecan  and  SN‐38  AUC  of  both  groups  (CPT‐11alone  vs.  CP¨T‐11cetux)  were  compared  using  Bailer’s  method  (Bailer  1998).  Cmax  were compared using a Student’s t test with a significant level at 0.05. As Tmax and half‐lives are unique values, their variation after a cetuximab pretreatment were described but statistical test cannot be carried.     3. Results     3.1. Cetuximab effect on irinotecan pharmacokinetic study Irinotecan  results  of  the  non‐compartmental  analysis  in  CPT‐11alone  and  in  CPT‐11cetux groups are summarized in Table 1.  AUC  were  not  significantly  different  between  both  groups  (Fig.  1).  The  Tmax  tended  to decrease from 1 h to 0.25 h in CPT‐11cetux group. The elimination half‐lives were comparable (1.0 h vs. 1.1 h).  Irinotecan remaining concentration could be quantified until 8 h  in CPT‐11cetux group (10.83 ± 1.46 µg/ml) and until 4 h in CPT‐11alone group (68.03 ± 36.53 µg/ml).     3.2. Cetuximab effect on SN‐38 pharmacokinetic study SN‐38  results  of  the  non‐compartmental  analysis  in  CPT‐11alone  and  in  CPT‐11cetux  groups are summarized in Table 2.  SN‐38 AUC  were not significantly different between both groups (Fig. 2). The Tmax tended to decrease from 0.5 h to 0.25 h in CPT‐11cetux group. CPT‐11cetux group half‐life of elimination was  1.5‐fold  higher  than  those  of  CPT‐11alone  group  (1.7  h  vs.  1.1  h).  SN‐38  remaining concentration could be quantified until 8 h  in CPT‐11cetux  group (18.81 ± 2.74 µg/ml) and until 4 h in CPT‐11alone group (78.83 ± 16.11 µg/ml).     4. Discussion      Cetuximab  effect  on  pharmacokinetic  profiles  of  irinotecan  given  orally  and  of  its active metabolite SN‐38 had been measured in order to understand cetuximab influence on irinotecan metabolism and elimination.  
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  Irinotecan pharmacokinetics parameters were compared between two mice groups pretreated  or  not  by  cetuximab.  Although  AUC  were  not  significantly  different  between both  groups,  intestinal  permeability  of  irinotecan may  have  been  enhanced  in  cetuximab treated group since Tmax is shorter (1 h vs. 0.25 h). Inter‐conversion  phenomenon  occurring  between  lactone  and  carboxylate  forms  of irinotecan  could  explain  the  absence  of  significant  difference  between mean Cmax  of  both group (Arimori et al. 2003; Mullangi et al. 2010). The lactone form is stable at pH 6.0 and lower. At pH higher than 6.0, conversion of  lactone to carboxylate forms becomes evident and at pH 8.0 and above the predominant species present are carboxylate forms (Mullangi et  al.  2010).  Lactone  forms  of  irinotecan  and  SN‐38  are  non‐ionic  in  the  blood,  and  non‐ionized  forms  would  be  expected  to  permeate  freely  through  capillary  walls  to  the gastrointestinal tract. On the other hand, it has also been shown in in vivo study that efflux transporters as P‐gp could be involved in the exsorption of irinotecan lactone forms across intestinal  membrane  (Arimori  et  al.  2003).  Hence,  the  absence  of  significant  difference between irinotecan mean Cmax  in our study could be explained by the fact of predominant presence of  lactone forms in intestines indicating that its absorption in intestines levels is controlled  only  by  passive  diffusion  phenomenon  with  a  little  impact  of  P‐gp  transport. Remaining concentration could be measured until 8 h in mice group treated by cetuximab and  until  4  h  in  mice  group  treated  by  irinotecan  alone.  The  persistence  of  remaining plasmatic  concentration  in  cetuximab  treated  group  could  be  explained  by  a  delay  of irinotecan biliary elimination following a cetuximab pretreatment.    We  also measured  SN‐38,  the  active metabolite  of  irinotecan.  SN‐38 AUC were not significantly  different  between  both  groups.  In  cetuximab  treated mice  group  SN38  Tmax appeared earlier (0.5 h vs. 0.25 h), which is in relation with irinotecan Tmax at 0.25 h. It  is difficult  to  evaluate  modification  of  SN‐38  absorption  in  mice  since  irinotecan  is  mostly metabolized in SN‐38 in liver (Van Riel et al. 2004). In addition, plasma of several species, including mouse and horse, contains high levels of esterases other than carboxylesterases and as a consequence converts irinotecan much better into SN‐38 than human plasma does (Duysen et al. 2011; Wierdl et al. 2008). Finally,  it has not been described that cetuximab could  have  influence  on  carboxylesterases.  Hence,  since  cetuximab  did  not  modify 
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irinotecan  AUC,  it  is  coherent  that  it  did  not  influence  SN‐38  AUC.  We  observed  that  a pretreatment by cetuximab lead to persistence of SN‐38 plasmatic remaining concentration as well as a 1.5‐fold increase of SN‐38 half‐time elimination. We could thus safely suppose that  cetuximab  delays  biliary  excretion  of  both  irinotecan  and  SN‐38.  This  last  result  is interesting for clinical use since SN‐38 is 100 to 1.000‐fold more efficient than irinotecan. It has been shown in patients treated by imatinib for chronic myeloid leukaemia that higher plasma remaining concentrations correlate with clinical responses (Koren‐Michowitz et al. 2012; Picard et al. 2007).    Fecal  excretion  is  a  major  route  of  elimination  for  irinotecan  compared  with  the renal pathway and CYP3A‐mediated metabolism. Impaired biliary elimination of irinotecan and its metabolites  is  likely to be the main mechanism responsible for reduced irinotecan clearance  rather  than  the  inhibition  of  irinotecan  oxidation.  Data  collected  so  far  point toward  P‐gp  and  MRP  as  the  2  main  transporters  of  ATP  binding  cassette  transporters family involved in irinotecan and SN‐38 biliairy elimination (Iyer et al. 2002; Mathijssen et al.  2001).  In  a  rat  perfusion  model,  significant  inhibition  of  biliary  excretion  rates  and biliary  clearance  values  of  both  irinotecan  and  SN‐38 was  observed  after  treatment with ciclosporin  (inhibitor  of  P‐gp  and  MRP)  associated  with  increased  systemic  exposure  to irinotecan  and  metabolites  (Arimori  et  al.  2003).  In  a  previous  study,  we  showed  that cetuximab  could  inhibit  P‐gp  in  vitro  and  thus  increase  doxorubicin,  a  P‐gp  substrate, intracellular accumulation (Chu et al., 2012). It has been proven that EGF can modulate the phosphorylation then increase P‐gp functionality (Yang et al. 1997). Treatment of multidrug resistant  cell with  EGF  led  to  a  consistent  decrease  in  accumulation  of  vinblastin,  a  P‐gp substrate.  The  fact  that  the  antibody  prevents  EGF  binding,  one  of  our  hypotheses  is cetuximab could decrease P‐gp functionality by this pathway.     By  decreasing  irinotecan  and  SN‐38  biliairy  elimination,  cetuximab  could  increase their  steady  state  concentration  and  thus,  increase  their  concentration  in  tissues  and probably  improve  their  anti‐tumor efficiency. Finally,  our  results  could partly  explain  the mechanism of the successful clinical reversion of cetuximab used in the metastatic forms of colorectal  cancer  in  combination with  irinotecan‐based  therapy  in patients who have not 
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Figure 1 Irinotecan  plasmatic  concentrations  after  oral  administration  of  irinotecan  (40  mg/kg) either given alone or after a pre‐treatment by cetuximab (90 mg/kg)  in nude mice (n = 3 per group). 
        Figure 2 SN‐38 plasmatic  concentrations  after  oral  administration of  irinotecan  (40 mg/kg)  either given  alone  or  after  a  pre‐treatment  by  cetuximab  (90 mg/kg)  in  nude mice  (n  =  3  per group). 
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 Table 1 Pharmacokinetic  parameters  of  irinotecan  after  oral  administration  (40 mg/kg)  obtained by a non‐compartimental analysis in nude mice 
  CPT-11 CPT-11 + cetuximab p 
Cmax (µg/ml) 653 +/- 183 481 +/- 612 NS 
Tmax (h) 1 0.25  
AUC (h*µg/ml) 1525 +/- 204 1498 +/- 130 NS 
t1/2 (h) 1.0 1.1  
Conc at 4 h 
(µg/ml) 
68.0 +/- 36.5 139.5 +/-  21.9  
Conc at 8 h 
(µg/ml) 
< LOQQ 10.8 +/-  1.5  
 Table 2 Pharmacokinetic  parameters  of  SN‐38  after  irinotecan  oral  administration  (40  mg/kg) obtained by a non‐compartimental analysis in nude mice  
  CPT-11 CPT-11 + cetuximab p 
Cmax (µg/ml) 721+/- 236 758 +/- 624 NS 
Tmax (h) 0.5 0.25  
AUC (h*µg/ml) 1169 +/- 55 1272 +/- 123 NS 
t1/2 (h) 1.1 1.7  
Conc at 4 h 
(µg/ml) 
78.8 +/- 16.1 95.1 +/- 19.3  
Conc at 8 h 
(µg/ml) 
< LOQQ 18.8 +/- 2.7  
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  IV. Résultats de l’article 3 
 
  1. Effet du cétuximab sur la pharmacocinétique de l’irinotécan 
 Les pharmacocinétiques comparatives de l’irinotécan n’ont pas montré de différence significative  entre  l’AUC  des  deux  groups  de  souris:  Irinotécanseul  et  Irinotécancetux.  Le temps  maximal  d’absorption  (Tmax)  a  été  réduit  de  1  h  à  0,25  h  dans  le  groupe Irinotécancetux.  La  perméabilité  intestinale  a  donc  été  augmentée.  Les  concentrations résiduelles étaient quantifiables pendant 8 h dans  le groupe  Irinotécancetux  (10.83 ± 1.46 ng/ml) et pendant 4 h dans le groupe Irinotécanseul (68.03 ± 36.53 ng/ml). Les demi‐vies d’élimination étaient comparables (1,0 h vs. 1,1 h).   
  2. Effet du cétuximab sur la pharmacocinétique du SN‐38    Les pharmacocinétiques du SN‐38 n’ont pas montré de différence significative entre l’AUC  des  deux  groupes  de  souris:  Irinotécanseul  et  Irinotécancetux.  Les  concentrations résiduelles du SN‐38 étaient quantifiables jusqu’au temps 8 h pour le groupe Irinotécancetux (18.81 ± 2.74 ng/ml) et jusqu’à 4 h pour le groupe Irinotécanseul (78.83 ± 16.11 ng/ml). Une augmentation  de  la  demi‐vie  d’élimination  de  1,5  fois  a  été  observée  dans  le  groupe Irinotécancetux par rapport au groupe Irinotécanseul (1,7 h vs. 1 h).     Comme nous le montre la mesure des AUCs, un prétraitement par le cétuximab ne semble pas  modifier  la  biodisponibilité  orale  de  l’irinotécan.  En  revanche,  il  augmente  les concentrations plasmatiques résiduelles de l’irinotécan et du SN‐38.  
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  V.  Effet  du  cétuximab  sur  la  pharmacocinétique 
plasmatique  et  tumorale  de  l’irinotécan  chez  la  souris  nude 
porteuse d’une xénogreffe colorectale humain    
  1. Méthodologie  Le  modèle  de  xénogreffe  de  cancer  colorectal  humain  IGROV1‐016P,  utilisé  dans cette étude, est décrit dans la section II chapitre 5.1. Les tests pharmacologiques effectués sur  ce  modèle  ont  montré  que  la  tumeur  est  sensible  au  5‐FU  et  à  l’irinotécan  mais  en revanche résistant à l’oxaliplatine et au cétuximab (du fait qu’elle soit KRAS muté).  Après plusieurs échecs de premiers passages d’une xénogreffe de cancer colorectal humain KRAS sauvage sur des souris nude, nous avons retenu le modèle de xénogreffe IGROV‐016P pour cette étude bien qu’elle soit résistante au cétuximab.   Il  s’agissait  donc  d’étudier  l’effet  du  cétuximab,  administré  en  même  temps  que l’irinotécan  donné  par  voie  orale,  sur  les  concentrations  plasmatiques  et  tumorales  de l’irinotécan  et  de  son métabolite,  le  SN‐38  et  non de  tester  l’efficacité  de  l’association du cétuximab avec l’irinotécan. Une fois que la présence de l’EGFR (cible pharmacologique du cétuximab) était  confirmée, ce modèle de xénogreffe nous semblait  suffisant pour étudier les interactions cinétiques entre les deux médicaments.   La  doxorubicine  s’accumule  dans  des  cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp  après  co‐traitement des cellules par de la doxorubicine et du cétuximab, alors qu’elle ne s’accumule pas après prétraitement à  long  terme des cellules par du cétuximab seul. Nos résultats  in 
vitro nous ont conduit à modifier le schéma d’administration du cétuximab et de l’irinotécan dans cette étude. L’administration du cétuximab en concomitance avec l’irinotécan permet en  effet  de  tester  une  inhibition  fonctionnelle  de  la  P‐gp  par  le  cétuximab.  Elle  reflète également  la  réalité  clinique  puisque  le  cétuximab  est  administré  le  même  jour  que l’irinotécan chez l’homme. 
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Ainsi, le premier groupe de souris reçoit l’irinotécan seul par voie orale à la dose de 40 mg/kg  (Irinotécanseul).  Le  deuxième  groupe  de  souris  reçoit  du  cétuximab  en  intra péritonéale à  la dose de 90 mg/kg à  J1 et  J3 puis reçoit de  l’irinotécan par voie orale à  la dose de 40 mg/kg (Irinotécancetux), une heure après l’injection de cétuximab à J3. Les voies d’administration et les temps de prélèvements restent les mêmes.    Ci‐joint, le nouveau schéma d’administration: 
 
  2. Dosage de l’irinotécan et du SN 38 dans la tumeur par HPLC  
Principe Les  concentrations  d’irinotécan  et  de  SN‐38  dans  les  tumeurs  ont  été  mesurées  par chromatographie phase  liquide haute performance (HPLC) en phase  inversée et détectées par fluorescence. 
Extraction Les échantillons de tumeur sont pesés à l’aide d’une balance de précision. Ils sont transférés dans  des  tubes  eppendorf  à  fond  conique  et  immergés  dans  100  µl  d’un  mélange acétonitrile‐eau (50/50, V/V). 200 µl d’acétonitrile acidifié est additioné à la mixture (pour 1 ml d’acétonitrile est ajouté 50 µl d’acide acétique). Les tubes sont ensuite vortexés 10 s et centrifugés  pendant  4  min  à  5000  rpm.  Les  surnageants  sont  récupérés  dans  des  tubes propres en verre de 5 ml.  L’extraction est  répétée 4  fois.  Les  surnageants  sont  récupérés dans les mêmes tubes en verre. 
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Le solvant de chaque tube est évaporé sous un léger flux d’azote dans le bain marie à 30°C. Le résidu sec est repris par un mélange de 200 µl de solution de tetra butyl ammonium et d’acétonitrile (TBA/ACN, 70/30, V/V) acidifié par de  l’acide trifluoroacétique (TFA) (pour 10 ml du mélange de TBA/ACN est ajouté 30 µl TFA) puis vortexé pendant 10 s. Un aliquot de 100 µl est ensuite injecté dans le système HPLC. 
Système HPLC Le  système  chromatographique  comprend  une  colonne  Nucleosil  C18  (4.6  *  125 mm,  3µ) (Interchim,  Montluçon,  France)  où  circule  une  phase  mobile  (solution  de  tetra  butyl ammonium  0,0025M,  pH  =  3,2)  délivrée  à  un  débit  de  1,2  ml/min.  Le  détecteur  à fluorescence est réglé à 260 nm. 
Gamme d’étalonnage et contrôles qualités La gamme d’étalonnage est faite à partir de tumeurs vierges surchargées par des quantités croissantes d’irinotécan et de SN‐38. Elle comprend 7 points de gamme, allant de 0,5 à 50 ng/g pour l’irinotécan, et, de 0,25 à 25 ng/g pour le SN‐38. Le coefficient de corrélation de la courbe d’étalonnage était toujours supérieur à 0,99. Les limites de quantification sont de 0,5 ng/g pour  l’irinotécan et de 0,25 ng/g pour  le  SN‐38. Trois niveaux de  contrôles qualités d’irinotécan et de SN‐38 ont été réalisés en déposant les quantités suivantes : contrôle bas (1,5 et 0,75 ng/g), moyen (7,5 et 3,75 ng/g) et haut (40 et 20 ng/g).   
Analyse pharmacocinétique Une  analyse  non‐compartimentale  des  principaux  paramètres  pharmacocinétiques  (AUC, Cmax,  Tmax,  demi‐vie  d’élimniation,  concentration  résiduelle)  a  été  effectuée  à  l’aide  du logiciel WinNonlin version 5.2 (Pharsight, Mountain View, CA). Les AUCs de l’irinotécan et du SN‐38 des deux groupes (Irinotécanseul vs. Irinotécancetux) ont été comparées par un test de Bailer avec un seuil de significativité Z > 1,96. Les Cmax et les concentrations résiduelles ont été compares à l’aide d’un test de Student avec un seuil de significativité p < 0,05.   
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  3. Résultats 
 
  3.1.  Effet  du  cétuximab  sur  la  pharmacocinétique  plasmatique  et  tumorale  de 
l’irinotécan  
Au niveau plasmatique,  les Tmax sont observés 2 h après l’administration d’irinotécan pour les deux groupes, le cétuximab ne modifie pas le temps nécessaire à la concentration plasmatique  pour  atteindre  sa  valeur  maximale.  L’AUC  de  l’irinotécan  est  1,3  fois  plus grande dans le groupe traité par le cétuximab mais cette augmentation est non significative. Les demi‐vies d’élimination sont similaires (1,4 h vs. 1,3 h) et les concentrations résiduelles ne sont pas significativement différentes entre les deux groupes.     Irinotécan  Irinotécan + Cétuximab   
Cmax (ng/ml)  835,9  657,8  p = 0,59 < 1,96 NS Tmax (h)  2  2   AUC (ng/ml/h)  1660,2  2218,5  Z = 0,74 < 1,96 NS 
Ratio AUC  1,3     Crésiduelle (ng/ml)  23,2  17,0  p = 0,48 > 0,05 NS Demi‐vie d’élimination (h)  1,4  1,3   
 
Tableau  3:  Paramètres  pharmacocinétiques  plasmatiques  de  l’irinotécan  après 
administration  par  voie  orale  de  l’irinotécan  (40  mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une 
xénogreffe colorectale traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg)  
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Figure 20:  Pharmacocinétiques plasmatiques de  l’irinotécan  après  administration par  voie 
orale de l’irinotécan (40 mg/kg) chez la souris porteuse d’une xénogreffe colorectale traitée 
ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg) (3 souris par points)  
Au niveau tumoral, l’AUC de l’irinotécan est 2 fois plus grande dans le groupe traité par le cétuximab mais cette augmentation n’est pas significative. Une augmentation de la demi‐vie  d’élimination  est  observée  en  faveur  du  groupe  Irinotécanseul  (3,73  h vs.  2,64  h).  Les concentrations résiduelles ne sont pas significativement différentes entre les deux groupes.   Irinotécan  Irinotécan + Cétuximab   Cmax (ng/g)  2336,8  3541,6  p = 0,55 > 0,05 NS Ratio Cmax  1,5     Tmax (h)  2  4   AUC (ng/g/h)  7070,8  13861,0  Z = 1,60 < 1,96 NS Ratio AUC  2     Crésiduelle (ng/g)  507,4  442,8  p = 0,67 > 0,05 NS Demi‐vie d’élimination (h)  3,7  2,6    
Tableau  4:  Paramètres  pharmacocinétiques  dans  la  tumeur  de  l’irinotécan  après 
administration  par  voie  orale  de  l’irinotécan  (40  mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une 
xénogreffe colorectale traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg) 
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Figure 21: Pharmacocinétiques au niveau de la tumeur de l’irinotécan après administration 
par  voie  orale  de  l’irinotécan  (40  mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe 
colorectale traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg) (3 souris par temps)  Ainsi, dans le groupe de souris traitées par le cétuximab, on observe une élévation des AUCs  plasmatique  et  tumorale  de  l’irinotécan  mais  qui  ne  sont  pas  significatives.  Le cétuximab  ne  semble  pas  influencer  d’une  façon  majeure  l’élimination  de  l’irinotécan (concentrations  résiduelles  non  significativement  différentes  au  niveau  plasmatique  et tumoral) lorsqu’il est administré en concomitance.  
  3.2. Effet du cétuximab sur la pharmacocinétique plasmatique et tumorale du SN‐38 chez 
la souris porteuse d’une xénogreffe colorectale humain  
Au  niveau  plasmatique,  le  Tmax  a  été  réduit  de  1  h  à  0,25  h  dans  le  groupe Irinotécancetux  traduisant  une  augmentation  de  la  perméabilité  intestinale.  Une augmentation significative de 1,7 fois de l’AUC du SN‐38 est observée en faveur du groupe traité par le cétuximab (test de Bailer, Zobs = 2,26> 1,96). Les demi‐vies d’élimination sont identiques (1,8 h vs. 1,7 h) et une augmentation de la concentration résiduelle de 1,2 fois est observée dans le groupe Irinotécancetux mais elle est non significative. 
mean c
oncent
ration(
ng/g) 
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  Irinotécan  Irinotécan + Cétuximab   
Cmax (ng/ml)  726,3  884,3  p = 0,63>0,05 NS Ratio Cmax  1,2     Tmax (h)  1  0,25   AUC (ng/ml/h)  1644,7  2805,1  Z = 2,26>1,96 S 
Ratio AUC  1,7     Crésiduelle (ng/ml)  29,5  34,7  p = 0,69>0,05 NS Demi‐vie d’élimination (h)  1,8  1,7    
Tableau 5: Paramètres pharmacocinétiques plasmatiques du SN‐38 après administration par 
voie  orale  de  l’irinotécan  (40 mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe  colorectale 
traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg)  
 
Figure 22: Pharmacocinétiques plasmatiques du SN‐38 après administration par voie orale 
de  l’irinotécan  (40 mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe  colorectale  traitée  ou 
non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg) (3 souris par points)  
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  Au niveau tumoral,  les Tmax sont observés 2 h après  l’administration d’irinotécan pour  les  deux  groupes.  Une  augmentation  significative  de  1,7  fois  de  l’AUC  du  SN‐38  est observée en  faveur du groupe traité par  le cétuximab (test de Bailer, Zobs = 3,40 > 1,96). Les  demi‐vies  d’élimination  sont  comparables  (11,6  h  vs.  12,9  h)  et  les  concentrations résiduelles ne sont pas significativement différentes entre les deux groupes.    Irinotécan  Irinotécan + Cétuximab   Cmax (ng/g)  363,4  423,3  p = 0,67 > 0,05 NS Ratio Cmax  1,2     Tmax (h)  2  2   AUC (ng/g/h)  1297,4  2219,7  Z = 3,40  > 1,96 S 
Ratio AUC  1,7     Crésiduelle (ng/g)  110,7  208,2  p = 0,24 > 0,05 NS Demi‐vie d’élimination (h)  11,6  12,9    
Tableau 6: Paramètres pharmacocinétiques dans  la  tumeur du SN‐38 après administration 
par  voie  orale  de  l’irinotécan  (40  mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe 
colorectale traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg)   
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Figure 23: Pharmacocinétiques  au niveau de  la  tumeur du  SN‐38 après  administration par 
voie  orale  de  l’irinotécan  (40 mg/kg)  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe  colorectale 
traitée ou non par le cétuximab par voie IP (90 mg/kg) (3 souris par points)    Dans  le  groupe  de  souris  traitée  par  le  cétuximab,  on  observe  une  élévation significative des AUCs plasmatique et tumorale du SN‐38. Une augmentation significative de l’AUC du SN‐38 dans  le plasma sans une modification des demi‐vies d’élimination peut se traduire par une déficience de  la P‐gp  intestinale. Le  cétuximab ne  semble pas  influencer d’une  façon  majeure  l’élimination  du  SN‐38  lorsqu’il  est  administré  en  concomitance (concentrations résiduelles plasmatiques et tumorales non significativement différentes et demi‐vie d’élimination similaires). L’augmentation significative de  l’AUC du SN‐38 dans  la tumeur est corrélée à une élévation significative de l’AUC plasmatique.       
mean c
oncent
ration(
ng/g) 
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  VI. Synthèse des études pharmacocinétiques chez la souris   
  1. Choix des doses    Les études pharmacocinétiques d’irinotécan administré par voie orale utilisent des doses allant de 20 à 80 mg/kg [19‐21]. Une étude chez la souris montre que au delà de la dose de 40 mg/kg, la cinétique de l’irinotécan sous sa forme lactone n’est plus linéaire dû à une inhibition de sa clairance. Nous avons donc choisi la dose de 40 mg/kg pour éviter que l’élimination de l’irinotécan ne soit affectée [102].    L’étude  préclinique  chez  la  souris,  évaluant  l’activité  anti‐tumorale  du  cétuximab associée à l’irinotécan, utilise une dose de cétuximab de 0,5 et de 1 mg tous les trois jours sur une durée de 45 jours, soit 1,5 à 3 mg par semaine [2]. Nous avons choisi d’administrer le cétuximab deux fois par semaine à la dose de 90 mg/kg soit 3,6 mg pour une souris de 20 g  par  semaine.  Les  souris  ne  recevant  que  deux  injections  dans  notre  étude,  nous  avons choisi  volontairement  une  dose  élevée  pour  simuler  une  dose  de  charge  comme  chez l’Homme.   Selon  la monographie de  l’Erbitux®, des études de  toxicité d’une seule dose de cétuximab administré par voie IV chez des souris, à des doses allant de 282 à 300 mg/kg, n’ont pas révélées de toxicité [103].    2. Comparaison des deux schémas d’administration : cétuximab en pré‐traitement ou 
en association avec l’irinotécan    Les premiers résultats de l’étude pharmacocinétique chez la souris nude normale ont montré  qu’un  prétraitement  de  deux  jours  par  le  cétuximab  n’augmentait  pas  l’AUC  de l’irinotécan  et  du  SN‐38  mais  augmentait  d’une  façon  significative  leurs  concentrations résiduelles. Ces  résultats  nous  ont  amené  à  modifier  le  schéma  d’administration  pour  les  études pharmacocinétiques  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe  colorectale  humaine.  Ainsi, 
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nous avons montré qu’une administration du cétuximab en concomitance avec l’irinotécan entraînait une augmentation des AUCs plasmatiques de l’irinotécan (non significative) et du SN‐38 (significative).  Bien que le premier schéma d’administration ait été effectué sur des souris normales et  le  deuxième  sur  des  souris  porteuses  d’une  xénogreffe,  nous  nous  permettons  de comparer les deux schémas d’administration (Figures 25 et 25). En effet, il est maintenant bien établi que les tumeurs localisées en sous‐cutané ne métastasent que très rarement, et se développent localement tout en étant entourées d’une capsule fibreuse [90]. Comme les tumeurs ont une courte durée de croissance (deux semaines), nous avons considéré que le métabolisme  au  niveau  intestinal  et  biliaire  de  ces  souris  porteuses  de  tumeur  était similaire à celui des souris normales.   Nous  constatons  que  les  ratios  des  concentrations  moyennes  plasmatiques d’irinotécan (des souris ayant reçues à  la  fois  le cétuximab et  l’irinotécan par rapport aux souris ayant reçues que l’irinotécan) sont plus élevés au temps 0,25 h et au temps 4 h dans le  deuxième  schéma  d’administration  (cétuximab  administré  en  même  temps  que l’irinotécan) (Figure 24). Il en est de même pour le SN‐38 (Figure 25).  
  En  conclusion,  le  cétuximab,  lorsqu’il  est  administré  en  concomitance  inhiberait davantage  l’efflux  de  l’irinotécan,  administré  par  voie  orale,  au  niveau  intestinal  (lors  de l’absorption) et au niveau biliaire (lors du cycle entéro‐hépatique).  
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Figure  24:  Représentation  des  ratios des  concentrations  plasmatiques  moyennes  de 
l’irinotécan chez des souris ayant reçu  les deux médicaments par rapport aux souris ayant 
reçu l’irinotécan seul, selon deux schémas d’administration du cétuximab : en prétraitement 
ou en concomitance  
  
Figure  25:  Représentation  des  ratios des  concentrations  plasmatiques moyennes  du  SN‐38 
chez  des  souris  ayant  reçu  les  deux  médicaments  par  rapport  aux  souris  ayant  reçu 
l’irinotécan seul, selon deux schémas d’administration du cétuximab: en prétraitement ou en 
concomitance 
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 NB:  La  courbe  s’arrête  à  4  hpour  le  premier  schéma  d’admininstration  car  les concentrations  plasmatiques  étaient  justes  en  dessous  des  limites  de  quantification  pour l’irinotécan et le SN‐38 dans le groupe traité par l’irinotécan seul.   
  3. effet du cétuximab administré en association avec l’irinotécan sur les concentrations 
plasmatiques et tumorales de l’irinotécan et du SN‐38    En nous concentrant sur  le deuxième schéma d’administration, plus  intéressant du fait  des  différences  d’AUC  plasmatique  observées  (non  significative  pour  l’irinotécan  et significative  pour  le  SN‐38),  nous  avons  représenté  les  ratios des  concentrations  de l’irinotécan,  et,  ceux  du  SN‐38  chez  des  souris  ayant  reçu  le médicament  seul  ou  avec  le cétuximab, dans le plasma (Figure 26).   
  
Figure  26:  Représentation  des  ratios  des  concentrations  plasmatiques  moyennes  de 
l’irinotécan et du SN‐38 chez des souris ayant reçu l’irinotécan seul ou avec le cétuximab  
 
Ainsi,  les  ratios  évoluent  parallèlement  (augmentation  importante  à  0,25  h  et  4  h)  pour l’irinotécan  et  le  SN‐38  dans  le  plasma.  Une  augmentation  de  l’exposition  de  l’irinotécan dans le plasma entraîne une augmentation de l’exposition plasmatique du SN‐38.  
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   Nous  avons  ensuite  représenté  ci‐dessous,  les  ratios des  concentrations  de l’irinotécan  (Figure  27),  et,  ceux  du  SN‐38  (Figure  28)  chez  des  souris  ayant  reçu  le médicament seul ou avec le cétuximab, dans le plasma et la tumeur. 
  
Figure 27: Représentation des ratios des concentrations de l’irinotécan chez des souris ayant 
reçu l’irinotécan seul ou avec le cétuximab dans le plasma et la tumeur    On  observe  sur  la  figure  27  une  évolution  parallèle  des  ratios  de  concentrations d’irinotécan  dans  le  plasma  et  dans  la  tumeur  traduisant  une  corrélation  entre  les concentrations dans le plasma et la tumeur reflétant l’exposition tissulaire de l’irinotécan.  
 
Figure 28: Représentation des ratios des concentrations du SN‐38 chez des souris ayant reçu 
l’irinotécan seul ou avec le cétuximab dans le plasma et la tumeur 
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   Pour le SN‐38 (Figure 28), on observe des ratios au niveau du plasma importants à 0,25 et 4 h qui pourraient être à nouveau expliqués par une inhibition de l’efflux du SN‐38 par  le cétuximab au niveau  intestinal  (absorption) et biliaire  (cycle entérohépatique). Les ratios de concentrations d’irinotécan dans la tumeur sont assez constants à chaque temps de  prélèvement  (1,1  à  2,5  avec  une  moyenne  de  1,95)  expliquant  l’augmentation significative  de  l’AUC  de  SN‐38  observée  après  un  traitement  par  le  cétuximab. L’augmentation  de  l’AUC  du  SN‐38  au  niveau  tumoral  peut  être  donc  due  à  une augmentation de son AUC plasmatique, mais aussi, à une inhibition de son efflux au niveau tumoral par le cétuximab puisque les ratios de SN‐38 au niveau de la tumeur restent autour de deux malgré une diminution des ratios plasmatiques.                    
  
DEUXIEME TRAVAIL : cétuximab et irinotécan Analyse Western Blot      
124 
  VII.  Expression de  la P‐gp et de  la BCRP  tumorale dans  la 
xénogreffe de cancer colorectal par analyse Western Blot    Nous  avons  mesuré  par  analyse  Western  Blot  les  expressions  de  la  P‐gp  et  d’un deuxième  transporteur  d’efflux,  la  BCRP,  dans  les  xénogreffes  colorectales  de  souris contrôle (n=2 pour l’étude 1; n=2 pour l’étude 2), de souris traitées par le cétuximab puis l’irinotécan  (n=3 pour l’étude 1 et 2), et de souris traitées par l’irinotécan (n=2 pour l’étude 1  et  2).    Les  ratios  P‐gp/Actine  et  BCRP  /Actine  ne  sont  pas  significativement  différents entre  les  3  groupes  (contrôle,  cetuximab  et  irinotécan,  irinotécan)  dans  chaque  étude indiquant que  le  cétuximab et  l’irinotécan n’influence pas  l’expression de  la P‐gp et de  la BCRP selon notre protocole d’administration.        étude 1  étude 2   Xénogreffe  ratio X / Actine  p  ratio X / Actine  p 
P‐gp 
CT 1   0,78     0,80    CT 2   0,60     0,69    cetux+irino 1  0,77    0,67    cetux+irino 2  0,40  0,548  0,61  0,207 cetux+irino 3  0,59    0,70    irino seul 1  0,42     0,59    irino seul 2  0,80  0,741  0,61  0,117 
BCRP 
CT 1   1,07    0,78    CT 2   0,83    0,57    cetux+irino 1  0,88     0,57    cetux+irino 2  0,59  0,937  0,61  0,096 cetux+irino 3  0,56     0,40    irino seul 1  0,83    0,41    irino seul 2  0,82  0,267  0,67  0,278 
Tableau  7:  Expression  de  la  P‐gp  et  de  la  BCRP  dans  les  échantillons  tumoraux  de  souris 
contrôles,  traitées  par  l’irinotécan  seul  et  traitées  par  l’irinotécan  et  le  cétuximab 
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  VIII. Discussion du deuxième travail   L’effet  du  cétuximab  sur  la  P‐gp  a  été  testé  dans  un  premier  temps  dans  deux modèles cellulaires qui surexpriment la P‐gp : les cellules IGROV1‐DXR (surexprimant la P‐gp  après  incubation  à  long  terme  avec  de  la  doxorubicine)  et  les  cellules  HEK  P‐gp (transfectées stablement par le gène mdr). Dans un second temps, des pharmacocinétiques de l’irinotécan (administré oralement) et de son métabolite actif, le SN‐38, ont été étudiées comparativement chez des souris ayant été traitées ou non par le cétuximab. Ces derniers résultats  nous  ont  permis  d’étudier  l’effet  de  l’anticorps  sur  la  biodisponibilité  orale  de l’irinotécan,  et  également,  sur  son métabolisme et  son élimination au niveau plasmatique (chez la souris nude normale et porteuse d’une xénogreffe de cancer colorectal humain) et au niveau de la tumeur grâce au modèle de xénogreffe de cancer colorectal humain.   Pour  évaluer  l’influence  du  cétuximab  sur  la  fonctionnalité  de  la  P‐gp,  et  par conséquent, son influence sur l’accumulation intracellulaire de médicaments substrats de la P‐gp,  nous  avons  utilisé  la  doxorubicine  comme  substrat  de  référence  de  la  P‐gp,  sa fluorescence étant facilement mesurable par cytométrie de flux.   L’accumulation intracellulaire de doxorubicine est significativement augmentée dans les  deux  lignées  cellulaires  (IGROV1‐DXR  et  HEK‐P‐gp),  après  incubation  de  ces  cellules dans un milieu contenant à la fois de la doxorubicine et du cétuximab à des concentrations thérapeutiques. L’accumulation de la doxorubicine est spécifique d’une inhibition de la P‐gp car  elle  n’est  pas  observée  dans  les  cellules  IGROV1‐PAR  traitées  par  le  cétuximab. L’accumulation de la doxorubicine est plus importante dans les cellules HEK P‐gp que dans les  cellules  IGROV1‐DXR.  Ce  résultat  peut  être  en  partie  expliqué  par  une  activité supérieure  de  la  P‐gp  dans  les  cellules  IGROV1‐DXR  par  rapport  aux  cellules  HEK  P‐gp. Contrairement aux cellules HEK P‐gp, les cellules IGROV1‐DXR sont exposées en continue à de la doxorubicine afin de maintenir une surexpression de la P‐gp dans ces cellules.  Il a été démontré  par  Hoffmann  et  al.  que  la  doxorubicine  induit  l’expression  de  la  P‐gp  et augmente  son  activité  [57].  Enfin,  il  est  important  de  noter  que  le  cétuximab,  utilisé  à  la 
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concentration de 3 µM, entraîne une inhibition de la P‐gp du même ordre que le vérapamil à 10 µM dans les cellules HEK P‐gp. Selon des tests in vitro, une concentration de vérapamil inférieure à 11 µM est suffisante pour inhiber de 50% l’efflux de substrats spécifiques de la P‐gp tels que la digoxine et la prazosine [104].  L’accumulation intracellulaire de la doxorubicine a été observée uniquement  après un traitement à court terme de cétuximab (2 h) et en association avec la doxorubicine. Ce résultat nous permet d’émettre l’hypothèse que le cétuximab inhibe l’activité de la P‐gp en inhibant sa fonctionnalité. Certains médicaments peuvent inhiber l’activité de la P‐gp par un autre mécanisme : en inhibant l’expression de la protéine ou en inhibant la transcription de l’ARN  [105].  Ce  pouvoir  inhibiteur  est  observé  in  vitro  après  un  traitement  de  quelques jours.  En  effet,  la  durée  de  vie  moyenne  étant  de  quelques  heures  pour  l’ARNm  et  de quelques  jours pour une protéine, un effet  inhibiteur est visible  lorsque  le pool protéique est  suffisamment diminué. De plus,  ce  type d’inhibition ne nécessite pas  la présence d’un substrat  de  la  P‐gp  pour  être  observé.  Dans  notre  étude,  il  a  été  observé  premièrement qu’un pré‐traitement par le cétuximab de 24 à 72 h, effectué au préalable à l’administration de la doxorubicine, ne modifie pas l’accumulation intracellulaire de la doxorubicine (parfois même la diminue). Deuxièmement,  l’anticorps n’influence pas la transcription de l’ARN de la P‐gp. Ces deux résultats confirment que le cétuximab n’exerce pas son effet inhibiteur de la P‐gp en diminuant sa transcription ou son expression.  La diminution de la concentration d’un médicament par un inducteur de la P‐gp est normalement  associée  à  une  augmentation  de  l’expression  de  la  P‐gp  et/ou  à  une augmentation de sa transcription [106]. Le  fait que  l’anticorps n’influence pas  la synthèse de la P‐gp est cohérent avec un article récemment publié montrant que l’expression du gène MDR1  est  faiblement  exprimé  dans  des  cellules  du  cancer  du  nasopharynx  humain résistantes  au  cétuximab  par  exposition  à  des  concentrations  croissantes  de  l’anticorps [107]. De  légères diminutions de  l’accumulation  intracellulaire de  la doxorubicine ont été observées  après  un  traitement  par  le  cétuximab  à  long  terme.  Certains médicaments  (la rifampicine,  le  ritonavir)  peuvent  être  à  la  fois  inducteur  et  inhibiteur  des  enzymes  du métabolisme  et  transporters  d’efflux  [108,109].  Selon  leur  durée  d’administration,  ils peuvent  être  responsables  de  variations  bi‐  ou  tri‐phasiques  du  profil  d’élimination  du 
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médicament  avec  lequel  ils  sont  co‐administrés.  Ce  double  effet  n’est  pas  retrouvé  en clinique  car  un  des  phénomènes  (inducteur  ou  inhibiteur)  prédomine  à  l’état  d’équilibre [108,109]. Dans notre étude, le cétuximab apparaît plus inhibiteur de la P‐gp que inducteur.       L’UIC2 est un anticorps capable d’inhiber la fonctionnalité de la P‐gp en se fixant sur les  épitopes  extracellulaires  de  la  protéine  d’efflux.  Toutefois,  cette  inhibition  est habituellement partielle, et sa mesure est variable car  l’UIC2 se  lie seulement à 10 à 40% des  épitopes  de  la  P‐gp  présents  à  la  surface  de  la  membrane  cellulaire  [101].  Il  a  été démontré que la réactivité de l’UIC2 avec la P‐gp est augmentée lors de l’interaction entre la P‐gp  et  des  substrats  tels  que  la  vinblastine  ou  la  ciclosporine.  En  utilisant  le  test  de l’affinité de l’UIC2, nous avons montré que le cétuximab augmente l’affinité de l’UIC2 à la P‐gp et donc interagit directement avec la P‐gp. On peut penser que le cétuximab, pour qu’il puisse  inhiber  la  P‐gp,  qu’il  est  nécessaire  que  la  protéine  soit  dans  une  conformation spécifique induite par la présence d’un substrat ou d’un inhibiteur.    Les mesures  de  l’expression  de  l’EGFR montrent  que  les  IGROV1‐DXR ont  un  taux d’EGFR significativement  supérieur par  rapport aux cellules HEK P‐gp. Le  cétuximab, une fois  fixé  sur  l’EGFR,  est moins  disponible  pour  inhiber  la  P‐gp  ce  qui  peut  expliquer  une diminution  de  l’accumulation  de  la  doxorubicine  chez  les  IGROV1‐DXR.  Toutefois,  le cétuximab entraîne  l’accumulation  intracellulaire de  la doxorubicine  indépendamment du statut EGFR ce qui est intéressant en clinique.    L’irinotécan et le SN‐38 sont également substrats d’autres pompes d’efflux que la P‐gp telles que la BCRP et la MRP. Les effets de l’anticorps sur d’autres pompes d’efflux de la famille  des  ATP  binding  cassette  transporteurs  n’ont  pas  été  testés  dans  notre  étude. Cependant, du fait que d’une part, les cellules IGROV1‐DXR et IRGOV1‐PAR affichent un taux similaire d’expression de la MRP1 et n’expriment pas la BCRP [95], et, que d’autre part, les cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp  surexpriment  la  P‐gp,  nous  sommes  confiants  de  la spécificité de nos tests vis‐à‐vis de la P‐gp.   
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  La deuxième partie de  ce  travail  consistait  à  étudier  les  effets du  cétuximab sur  la pharmacocinétique de l’irinotécan, administré oralement, ainsi que de son métabolite actif, le SN‐38.     Les premières pharmacocinétiques de l’irinotécan ont été effectuées dans le plasma de souris saines ayant reçu soit de l’irinotécan seul à 40 mg/kg, soit du cétuximab à J1 et J3 à 90 mg/kg suivi de l’irinotécan à J4 à 40 mg/kg. Les AUCs de l’irinotécan et du SN‐38 sont similaires  entre  les  deux  groupes.  En  revanche,  on  observe  une  persistance  des concentrations  résiduelles  jusqu’au  temps  8  h  pour  le  groupe  de  souris  prétraité  par  le cétuximab et uniquement jusqu’au temps 4 h pour le groupe de souris traité par l’irinotécan seul. Ainsi, un pré‐traitement de deux jours par le cétuximab semble retarder l’élimination de l’irinotécan et du SN‐38.    A  la  suite  des  résultats  obtenus  in  vitro  et  l’absence  de  modification  des  AUCs plasmatique  de  l’irinotécan  et  du  SN‐38  après  un  pré‐traitement  de  deux  jours  par  le cétuximab chez  la souris, nous avons décidé de modifier  le schéma d’administration pour les  études pharmacocinétiques  au niveau plasmatique  et  tumoral  chez  la  souris  porteuse d’une xénogreffe de cancer colorectal humain.   Ainsi, le premier groupe de souris reçoit l’irinotécan seul par voie orale à la dose de 40  mg/kg  (Irinotécanseul).  Le  deuxième  groupe  de  souris  reçoit  du  cétuximab  en  intra péritonéale à  la dose de 90 mg/kg à  J1 et  J3 puis reçoit de  l’irinotécan par voie orale à  la dose  de  40 mg/kg  (Irinotécancetux),  une  heure  après  l’injection  de  cétuximab  à  J3.  Chez l’homme, l’irinotécan est également donné une heure après l’administration de cétuximab.  Dans  le  groupe  traité  par  le  cétuximab,  on  observe  d’une  part,  des  élévations  non significatives de l’AUC de l’irinotécan dans le plasma (1,3 fois) et dans la tumeur (2 fois) et d’autre  part,  des  élévations  significatives  de  l’AUC  du  SN‐38  dans  le  plasma  (1,7  fois)  et dans la tumeur (1,7 fois). L’élévation de l’AUC de l’irinotécan non significative au niveau du plasma  est  accompagnée  d’une  élévation  non  significative  au  niveau  de  la  tumeur. 
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L’élévation significative de l’AUC du SN‐38 au niveau de la tumeur est corrélée à l’élévation significative de l’AUC du SN‐38 au niveau plasma. Il peut en ête déduit qu’une augmentation de l’AUC du médicament au niveau du plasma entraîne une plus grande exposition tissulaire et  donc  une  élévation  au  niveau  tumoral.  En  concomitance,  le  cétuximab  ne modifie  pas d’une manière majeure l’élimination de l’irinotécan et du SN‐38.    Enfin,  l’augmentation des  ratios des  concentrations plasmatiques de  l’irinotécan et du SN‐38 à deux temps de prélèvement distincts : 0,25 h et 4 h suggère que  le cétuximab inhibe  l’efflux  de  l’irinotécan  et  du  SN‐38  à  la  fois  au  niveau  intestinal  (à  la  phase d’absorption) et au niveau biliaire (au moment du cycle entéro‐hépatique). De plus, pour le SN‐38, les ratios au niveau de la tumeur  restant autour de deux malgré une diminution des ratios  plasmatiques,  ce  résultat  pourrait  être  traduit  par  une  inhibition  de  son  efflux  au niveau tumoral.   Finalement,  comme  l’irinotécan  et  le  SN‐38  sont  substrats  d’autres  transporteurs d’efflux : BCRP, MRP1 et MRP2 [16,17],  il est difficile d’imputer in vivo  l’effet inhibiteur de l’anticorps uniquement sur la P‐gp. Par  la    technique  de  Western  Blot,  nous  n’avons  pas  pu  montrer  de  différence d’expression de la P‐gp ni de la BCRP au niveau tumoral après traitement par le cétuximab par  rapport  aux  souris  non  traitées.  La  technique  de  Western  Blot  permet  d’étudier  un éventuel effet inhibiteur du cétuximab sur l’expression de la P‐gp mais pas un éventuel effet sur la fonctionnalité de la P‐gp.   Une  étude  chez  le  rat  a  décrit  une  augmentation  de  l’AUC  plasmatique  de l’irinotécan, du SN‐38 et du SN‐38G de 2 à 4 fois après un traitement par la ciclosporine à 60 mg/kg,  médicament  à  la  fois  inhibiteur  de  la  P‐gp  et  de  la  MRP2  [110].  Il  a  été  aussi démontré dans des vésicules de canalicules biliaires de rat, l’implication de la P‐gp et de la MRP2 dans l’excrétion biliaire de l’irinotécan. Le rôle de ces transporteurs diffère selon la concentration d’irinotécan présente  (à 5 µM,  le  rôle de  la P‐gp est plus  important ;  à 250 µM, la MRP 2 a un effet majoritaire) [111]. Par conséquent, l’effet des inhibiteurs de la P‐gp tels que le vérapamil ou la ciclosporine diffère avec la concentration d’irinotécan présente 
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dans la bile. Ainsi, les différences de résultats sur les AUCs et les concentrations résiduelles obtenues selon nos deux schémas d’administration de cétuximab peuvent être expliquées par une variation de son pouvoir inhibiteur selon les concentrations d’irinotécan présentes.   En conclusion, notre travail a montré pour la première fois que le cétuximab inhibe la  P‐gp  in  vitro,  et  entraîne  une  augmentation  significative  des  AUCs  plasmatiques  et tumorales  du  SN‐38  chez  la  souris  porteuse  d’une  xénogreffe  colorectale  après  une administration orale de l’irinotécan qui peut être traduite par une inhibition de l’efflux de l’irinotécan  et  du  SN‐38  au niveau  intestinal  et  biliaire.  Le mécanisme de  réversion de  la résistance à l’irinotécan par le cétuximab dans le cancer colorectal tel qu’il est observé en clinique  peut  être  expliqué  partiellement  par  nos  résultats.  L’effet  du  cétuximab  sur d’autres transporteurs d’efflux et d’autres enzymes du métabolisme doit encore être étudié.                       
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  Actuellement,  le  traitement  du  cancer  colorectal  métastasé  associe  des chimiothérapies  à  activités  diverses  pour  augmenter  l’efficacité  et  surmonter  la chimiorésistance. Nos travaux ont été principalement axés sur l’influence des médicaments anticancéreux  sur  la  P‐glycoprotéine.  Bien  qu’elle  fasse  déjà  l’objet  de  nombreuses publications,  la  P‐gp  est  toujours  un  sujet  d’actualité.  En  étudiant  deux  associations  de médicaments « lapatinib‐evérolimus » et « cétuximab‐irinotécan », nous avons pu mettre en valeur  son  implication  dans  la  résistance  aux  traitements  anti‐tumoraux,  même  les  plus récents, et, son rôle dans la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques.       Nous avons montré pour la première fois que l'evérolimus est substrat de la P‐gp in 
vivo  grâce  à  des  pharmacocinétiques  comparées  chez  des  souris  mdr1a‐/1b‐  et mdr1a+/1b+. Une  augmentation  significative de 2,6  fois  de  l’ASC de  l’evérolimus  sans un rallongement de la demi‐vie d’élimination a également été démontrée chez des souris pré‐traitées  par  le  lapatinib.  Ces  variations  de  paramètres  pharmacocinétiques  sont caractéristiques  d’une  inhibition  de  la  P‐gp  intestinale.  L’analyse  en  Western  Blot  a confirmé une inhibition de l’expression de la P‐gp intestinale chez les souris traitées par du lapatinib.  Des  études  in  vitro  et  in  vivo  ont  confirmé  par  la  suite  que  le  lapatinib  est  un inhibiteur de la P‐gp et des CYP 450 [29,32,53]. En augmentant l’AUC de l’evérolimus de 2,6 fois dans notre étude, le lapatinib se comporterait plus comme un inhibiteur de la P‐gp que des CYP450 tel que le vérapamil [112]. 
Nos résultats ainsi que ceux apportés par d’autres études pré‐cliniques permettent d’envisager de nouvelles associations thérapeutiques chez l’homme dans le cadre du cancer colorectal  et  d’expliquer  les  toxicités  liées  aux  interactions  médicamenteuses.  Des neutropénies  ont  été  décrites  lors  d’une  étude  de  phase  II  associant  le  docétaxel,  un substrat de  la P‐gp,  avec  le  lapatinib  [113]. Cette  toxicité pourrait  être expliquée par une inhibition de  la P‐gp par  le  lapatinib conduisant à une diminution de  l’efflux du docétaxel dans les granulocytes [113].  
Notre  travail  montre  l’importance  d’effectuer  des  pharmacocinétiques  comparées sur d’autres médicaments anticancéreux, utilisés seuls et en association, afin d’évaluer leur 
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caractère substrat voire inducteur ou inhibiteur de la P‐gp. Des monitorings thérapeutiques pourront ainsi être proposés par  la suite en milieu hospitalier pour éviter  les  interactions médicamenteuses.  Les  chimiothérapies  administrées  par  voie  orale  sont  principalement concernées  car  elles  sont  sujettes  à  l’efflux  de  la  P‐gp  intestinale  et  sont  prises  d'une manière chronique.  
Les  études pharmacocinétiques nous ont  également permis d'ouvrir des pistes  sur l'étude de  réversion de  la  résistance à  l'irinotécan. Cette étude est  la première à montrer qu'un  anticorps  monoclonal,  tel  que  le  cétuximab,  augmente  d'une  manière  significative l'AUC  plasmatique  et  tumorale  du  métabolite  actif  de  l’irinotécan,  le  SN‐38  après administration  orale  de  l’irinotécan. Du  fait  du métabolisme  important  de  l'irinotécan  au niveau  intestinal, et des résultats de publications antérieures montrant une augmentation de la biodisponibilité orale de l’irinotécan suite à l’administration d’un inhibiteur de la P‐gp [19‐21], nous avons choisi d'administrer, dans notre étude, l'irinotécan par voie orale. Deux études  pharmacocinétiques  montrent  que  le  cétuximab  modifie  peu  les  paramètres pharmacocinétiques  de  l’irinotécan  administré  par  voie  IV  [114‐115].  Les  augmentations des  AUCs  plasmatiques  de  l’irinotécan  (non  significative)  et  du  SN‐38  (significative) observées dans cette étude chez les souris porteuses d’une xénogreffe pourraient donc être attribuées à une inhibition de l’efflux de l’irinotécan et du SN‐38 au niveau intestinal. Enfin, l’augmentation  de  l’AUC  du  SN‐38  au  niveau  tumoral  peut  être  le  résultat  d’une augmentation de l’AUC du SN‐38 au niveau plasmatique mais également à une inhibition de l’efflux  du  SN‐38  directement  au  niveau  tumoral  par  le  cétuximab.  Notre  étude  in  vitro montre  que  le  cétuximab  interagit  directement  avec  la  P‐gp  et  entraîne  l’accumulation intracellulaire  d’un  substrat  de  la  P‐gp,  la  doxorubicine,  dans  deux  modèles  de  cellules surexprimant  la  P‐gp  (les  cellules  IGROV1‐DXR  et  HEK  P‐gp)  indépendamment  de  leur statut  EGFR.  Le  fait  que  cette  inhibition  soit  indépendante  de  l’EGFR  est  une  stratégie intéressante à exploiter en clinique. 
   L’évaluation  de  l’efficacité  anti‐tumorale  et  de  la  tolérance  du  lapatinib  et  de l’evérolimus  dans  un  modèle  de  xénogreffe  colorectale  a  montré  que  chacun  de  ces médicaments  possède  une  activité  anti‐tumorale  importante  dans  un  modèle  de  cancer 
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colorectal  KRAS  muté  résistant  au  cétuximab  où  aucun  standard  thérapeutique  n’existe actuellement.  Un  traitement  par  l’evérolimus  associé  à  un  prétraitement  par  le  lapatinib s’avère  être  une  stratégie  intéressante  car  les  souris  ayant  reçues  les  deux médicaments étaient  les premières à présenter des volumes  tumoraux significativement plus petits par rapport au groupe contrôle (à J16 : 51% d’inhibition de la croissance tumorale est observée pour le groupe L/E contre 43% pour le groupe L et 42% pour le groupe E). Cependant, nous n’avons  pas  observé  par  la  suite  de  différence  significative  entre  les  groupes  traités  bien que ces souris présentent à chaque jour de mesure  les volumes tumoraux les plus faibles. Enfin, seule une toxicité hématologique modérée est observée dans les groupes traités à la fin des traitements.     La  recherche  du  caractère  substrat  et/ou  inhibiteur  de  la  P‐gp  des  nouvelles thérapies  ciblées  s’avère  intéressante.  En  plus  de  leurs  propriétés  anticancéreuses,  ces molécules peuvent réverser le phénomène MDR [7,8].  De plus, le caractère inhibiteur de la P‐gp  du  cétuximab  démontré  dans  nos  travaux  ouvre  de  nouvelles  perspectives  de recherche sur le rôle des anticorps monoclonaux dans le phénomène MDR.    
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Etude  de  l’effet  sur  la  P‐glycoprotéine (ABCB1)  de  deux  médicaments  dirigés  contre  le 
récepteur  de  facteur  de  croissance  épithélial  (EGFR),  le  cétuximab  et  le  lapatinib  et 
conséquence  sur  la  pharmacocinétique  et  l’efficacité  anti‐tumorale  de  médicaments 
substrats de ABCB1 chez la souris  
 
Résumé:   La P‐glycoprotéine (P‐gp) est une protéine transmembranaire de la famille des ATP binding cassette  transporteurs.  Elle  est  impliquée  dans  l’efflux  du  milieu  intracellulaire  vers  le  milieu extracellulaire d’une grande variété de médicaments anticancéreux. Elle peut être responsable de la diminution de  la biodisponibilité orale et de  la concentration  intra‐tumorale des médicaments qui en  sont  substrats.  Elle  peut  notamment  être  surexprimée  par  les  cellules  cancéreuses  des adénocarcinomes  du  colon  naïfs  de  tout  traitement,  suggérant  une  résistance  naturelle  de  cette tumeur et également après une chimiothérapie.    Notre premier  travail  in vivo a documenté  le caractère substrat de  la P‐gp de  l’evérolimus, inhibiteur  de  mTOR  indiqué  dans  divers  cancers  (rein,  tumeurs  neuroendocrines  d’oringine pancréatique  et  sein),  jusqu’à  maintenant  uniquement  étudié  dans  des  modèles  in  vitro.  Une augmentation significative de l’AUC de l’evérolimus administré par voie orale est observée chez des souris  mdr1a‐/b‐  comparées  à  des  souris  mdr1a+/1b+.  Une  amélioration  significative  de  la biodisponibilité  orale  de  l’evérolimus  est  aussi  notée  chez  des  souris  prétraitées  par  le  lapatinib (Tyverb®),  inhibiteur  des  tyrosines  kinases  (EGFR  et  HER2)  indiqué  dans  le  cancer  du  sein,  par rapport aux  souris ayant  reçues  l’evérolimus  seul. Ce  résultat  est  accompagné d’une  inhibition de l’expression de la P‐gp intestinale par le lapatinib mesurée par la technique de Western Blot. Enfin, une étude préclinique menée  chez des  souris porteuses d’une xénogreffe  colorectale mutée KRAS montre  une  activité  anti‐tumorale  certaine  des  deux  médicaments  utilisés  seuls  et  en  schéma séquentiel.     Notre seconde étude a montré pour la première fois que le cétuximab (Erbitux®), anticorps anti‐EGFR, inhibe la fonctionnalité de la P‐gp dans deux lignées cellulaires surexprimant la P‐gp (les cellules IGROV‐1 et les HEK P‐gp) indépendamment de leur statut EGFR et entraîne chez des souris porteuses d’une xénogreffe colorectale une augmentation significative de la biodisponibilité orale et de la concentration intra‐tumorale du SN‐38, métabolite actif de l’irinotécan (Campto®) administré par voie orale. Le cétuximab étant prescrit en association avec l’irinotécan chez des patients atteints d’un cancer colorectal métastasé, initialement réfractaire à l’irinotécan, ces résultats pourraient en partie expliquer  la réversion de  la résistance à  l’irinotécan par  le cétuximab par une  inhibition de l’efflux de la P‐gp.    Grâce à l’étude de deux associations de médicaments «lapatinib‐evérolimus» et «cétuximab‐irinotécan», nous avons démontré l’intérêt de l’étude de l’inhibition de la P‐gp avec les traitements les  plus  récents,  notamment  son  rôle  dans  l’amélioration  de  la  biodisponibilité  orale  de chimiothérapies utilisées par voie orale.  Mots clés: evérolimus, lapatinib, cétuximab, irinotécan, P‐glycoprotéine, xénogreffe colororectale Laboratoire d’accueil EA4123 “ Laboratoire de Pharmacie Clinique ” Université Paris‐Sud XI Faculté de Pharmacie – Tour D1 – 5ème étage 5, rue J.B. Clément – 92290 CHATENAY‐MALABRY* 
